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Rekombinante Allergene aus der Motte Plodia interpunctella 

Die Erfindung betriffi rekombinante Allergene p40 (Ar- 
^7 , ^n^i'^J T ^? VWin, ' p84 (ArylphorinTund 

hTn/m^WA a i^? r !n F ?9™ nte und a-Wleitete rekonv 
blnante DNA-MolekQIe, Voktoren und WJrtszellen, die die- 
se rekombinanten DNA-MoIekGle enthalten, soWfe 6\l 
gnostfecne und tharapeutische Anwendungen der be- 
schriebenen Allergene und Fragmente. 
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[0001] Die voigestellte Erfindung befaBt sich insbesondere mil dem Problem der aUergischen Reaklion auf Invertebra- 
tenproteine am Beispiel der AUergie gegen Proteine aus der Doirobstmotle Plodia inteipunctella. Sie beschreibt rekom- 
5 binante MolekOle, die von vier Allergenen dieser Spezies abgeleitet sind und ihre Anwendung fur Diagnose und Thera- 
pie von Allcrgien und die Detektion von AUergenen in der Umwelt dcs Meoscben. 

Hintergiund der Erfindung 

io [0002] Bis zu 20% der Bevolkerung der Industriestaaten leiden unter Typ I aUergischen Symptomen (Rhinitis, Kon- 
junkfivius, bronchialem Asthma) (Myaraoto et al., 1992). Bei der Typ I AUergie bindet das Allergen an IgE-Antikorper 
auf der Oberflache von Mastzellen. Das IgE ist an die hochaffinen Fc e RI-Rezeptoren gebunden, die durch die zusatzU- 
che Binding der AUergene quervemetzt werden und damit der Mastzelle signalisieren, biologische Mediatoren wie zum 
Beispiel Histamin fimzusetzen (Segal et aL, 1977). In den vergangenen Jahren ist gezeigt worden, daB Allergene meist 
is wasserloshche Proteuie and, die in vielen Fallen in rekombinanter Form erzeugt werden konnen (Kraft et aL, 1999) 
Nocb vor wemgen Jahren wurde ausschlieBlich speziesspezifische AUegiediagnostik betrieben, bei der Gesamtextrakte 
naturhcber AUergenqueUen, z. B. von Pollen oder Tieohaarextrakte als Antigen eingesetzt wurden. Diese Extrakte sind 
biochemisch mcht genau definiert, manchmal fehlen wicbtige allergene Komponenten. Deshalb wild in den vergangenen 
Jahren in zunehmender Weise eine komponentenspczifische Diagnose (CRD, "component resolved diagnosis") mit Hilfe 
20 von gut defimerten, rekombinanten Alleigenen eingefOhrt (Valehta et aL, 1999). 

[0003] Wahrend die Allergene auBerhalb des Hauses meist mit PftanzenpoUen assoziiert sind, kommen im Haus mehr 
Allergene aus Tieren vor, sowohl von Schadlingen als auch von Haustieren. Bei den Schadlingen steht als Alleigenquelle 
die Hausstaubmtibe, ein Spinneotier (Thomas und Smith, 1 999) an erster SteUe. Besonders in den USA ist die KOchen- 
schabe, ein flOgeUoses Insekt, auch als Alleigenquelle wichtig (Rosenstreich et al., 1997; von Wijnen et al., 1997). Von 
Ixaden sind eme Reihe rekombinanter Allergene bekannt (Anuda et al., 1995; Thomas und Smith, 19991. Bine zusatzli- 
che AUergenquelle un Haus sind Schimmelpilze, von denen in den letzten Jahren ebenfalls mehrere allergene Kompo- 
nenten charaktensiert und fttr die Diagnostik eingesetzt wurden (linger etaL 1999) 

[0004] Diese Erfindung befaBt sich mit einer bisber kaum untersuchten AHergenqueUe im hauslichen Bereich, den 
Moten. Be, den Molten handelt es sich urn Insekten, urn echte Schmetterlinge (Lepidoptera). Die Hauptvertreter sind 
Plodia mterpunctella, die Dorrobstmotte, im englischen Spracbgebrauch "Indian meal moth" undTineokbisselielKdie 
Kleidermotte. webbing clothes moth". Die voriiegende Erfindung bezieht sich auf E interpuncteUa, alleidings sind die 
yersctaedenen Mottenarten nah verwandt und deshalb ist zu erwarten, daB die AUergene der verschiedenen Mottenarten 
i^nolog^hteuzraakuv sind. Die Dtaobstmotte ist ein Nahrangsmittelparasit, sie wird hauptsachlich in der KOche 
gefundai und beftllt tockene Nahrungstmttel wie Niisse, Donobst, Scbokolade, Hafer, Maismeht, Muesli. Es wird ver- 
mutet, daB die Dor^stmotte aus SUdamerika stamnu. Sie ist dei haufiste NahningsmittelschSdling in den amerikani- 
schenHaushal en ^ wurde d«halb im Mai 1999 vom Department of Environment Health & Safety der Harvard Uni- 
vmrtat z^ SchSdhng des Monals • gewShlt (bitpy/www.uos.harvardedu/ehsAot.topics^om meal moth.html). 
Auch ,n den deutscben Haushalten ist die Doirobstaotte hSufig (zum Beispiel: \brratssch5dlmg Nz 1: die D&robst- 
motte Sendung in, Westdeutschen Rundfunk am 9. Mai 1997, von Michael Wiegert-Wegener). Abgestorbcne Motten 
t^toen aus und landen typ^cherweise Ober den Hausstaub im Staubsauger. Die£r st6Bt groBe Mengen von w£cn 
r^S la T^ ^ L aUCh Pr ° telne der <*ng<*augten Insekten und damit potentielle Allergene enthalten 
IUWJ5J B,*ex M t noch von keinem AUeigen aus irgendeiner Mottenspezies die Struktur aufgeklSrt woiden. AuBerdem 
f_T "Jdergesamten medizinischen Literatur (Medline), die sich mit derDonobstmotte imZu- 

sammenhang mit AUergie beschafngt. Dennoch gibt es eine kleine Zahl von PubUkationen, die sich mit AHergien gegen 
andere Motten beschaftgen Die Studie von Baldo und Panzani (1988) charaktensiert Extrakte verschiedener Insekten- 
spezie^ darunto auch der Kleidermotte (Tineola bisselliella) mit IgE Immunoblots, enthait jedoch keine Primarstruktu- 
ren. Mehrere Publikauonm benchten Dber aOeigische Reaktionen gegen Motten oder Seidenraupen bei beruflicher Ex- 
POTiuon, zum Beispie nut Seidenraupen (Komase et aL 1997, Suzuki et aL, 1995. Wing et al., 1994), verschiedenen 
Schmetterhngen (Davis and Jenkins 1995), oderMehlmotten (Storms et al., 1981) 

[00061 Die voriiegende Erfindung stellt vier rekombinante Allergene aus der wichtigsten Nahrangsmitteimotte filr ver- 
S^ n tT me< T im 8nostiscbc ' "mwltanalytische und therapeutische Zwecke zur VrfOgung. 
[0007] Homologe der vier beschriebenen Allergene sind in verschiedenen Spezies in der Vergangenhcit bereits unter- 
sucht worden, es handelt sich urn Argininkinasen, Tlopomyosine, Arylphorine und eine Familie von Oxidoreduktasen. 
itopomyosine sind als Alleigene gut beschriehen (Reese et aL, 1999) und auch zum Arylphorin als Allergen bei Schaben 
(^phinetoamencana)^ 1996) . ^ der Literatur sind auch schon einigeRedox-Enzyme 

als Allergen beschncben. hauptsachbch bei Pilzen und Pflanzen. Das Protein, das zu der gefundenen Oxidoreduktase aus 
nS,v!l. A C ^ ^ bakterieUe Glukose-l-Dehydrogenase (Nagao et aL, 1992), welche selbst 

mcht als AUergen bekannt ist Die Argimnkinase ist bingegen noch nicht als Allergen identifiziert worden, auch wenn in 
einerr^bhkation Ober ein AUergen Parf 1 aus derGameleParapenaeus fissurusPeptidsequenzen veroffentiicht wurden, 
d^equer^nuchkeittti zu Argimnkinasen anderer Spezies aufweisen (Un et aL, 1993). Diese Ahnlichkdten wurden 
jedoch in der Veioffmthchung nicbt beschriehen. Die Argininkinase ist ein Enzym, das in Muskeln von Invertebraten 
Argimnph^phat als Eneigie-Reservestoff bildet (Wyss et al., 1995). Auch bei Insekten wurde die Argininkinase in ihrer 
Pt^ttuktur aufgeklUrt (Kucharski undMaleszka, 1998), allerdings nie als AUeigen beschriehen. 
255., D» Erfindung basiert auf derErkenntnis, daB die Donobstmotte, die in unseren Wihnungen sehr 

hSufig als NahrungsmiUebchSdhng auftntt, auch eine AUergenqueUe darstcUen kann. Etwa die HSfte der untemichten 
Patoitenseren wiesen IgE gegen Motlenallergene auf. Die Erfindung stellt molekular genau defimerte Reagenzien zur 
Y^Tf^:^ von den beschnehenen AUergen p40 (Argininkinase), p33 (Tropomyosin), p84 (Arylphorin) und p27 
(Oxidoreduktase) abgeleitet sind und einerseits eineexakt definierte undeinfache in vitro und in vivo Diagnose und Tbe- 
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rapie . dar. AUeigie gegen MottenennSgUcben, andereraeits den Nachweis von Mottenpiotemen Id Proben aus HaushalL 

°S SSJSSSSS^ ** erf ° 1Sen fa AnlehnUDg 80 ih« NfeTkulaxgewichte in kDa. 

KS^^SSSSSf ^«ies em neuesPanaUe^en von wirbeUosenTleren, das auch in der Hausstaubmilbe, in 
£t h Z Jf^ u^ faD ^ ^^^^n Spezies immunologisch verwandt mil p40 aus der Moue 
f/*^' ST JT h ^ K ° ntakt mit Motten ^ Mlbe ° ^bilisiert und in deVFolge eine Na^ 
Z^fi T'i^ Far die Untcrsuchung einer solchen KreuzsensibUisieLjg konnen 

das rekombinante p40 oder nahe verwandte MolekOIe eingesetzt werden. <""»"=n 

Beschraabung der Erflndung 
[0010] Die Erfindung betriffi eine Nukleinsaure, kodierend fllr ein allergenes Polypeptid, umfassend 

S £ £ eber S .^ en2 8fni5fi_(a) aofGrund einer Degeneration des genetischen Codes abweichende Sequenz, 
c) eine Sequenz nut einer Identotat > 80% zu einer der Sequenzen unter (a) und/oder (b) oder 
Weine Sequenz, die rait einer der Sequenzen geraSB (a), (b) und/oder (c) unter stringenten Bedingungen hybridi- 

SS^Stfz^ 8 ^ ^ ^ ^ * dn «* « ner - «> ID No. 2, 4, 6 oder 8 

[0011] Enerster Aspektder Erflndung sind rekombinante DNA-Molekule, die Nukleotidsequenzen <I) aufweisen die 
Polypeptide todieren, die die Antigenic* der Alleigene p40, p33, p84 oder P 27 besitzenS^AXSTsoiim 

reran Iheretorabmanten DNA-Mokkiile umfassen auch degenerierte VWianten dieserNukleotidsequ^T 
[0012] Die rekombmanten DNA-Molekule kennen auch Nukleotidsequenzen enthalten, die furPdJpetfde kodieren. 
die antigene Kreuzreaktivitat und einen hohen Grad von IdentitSt (vorzuagweise > 50* ^WnH^T^o^ 
75%) mit AUer^en ^ p33 p84 und p27 aus Ar^T^SZTte 2£ STgeX Z ut^ 

[0014] Der Ausdruck "Identitat", wie hierin verwendet, kann durch die Gleichumr If%^ - fl V/Vl v 1 nn a n • ^ 
^ w^e^tin % ausgedrUckt bedeutet, X die GesamtzSi ^S^^SS^SSX 
p40. p33 p27 oder p84 ist und V die Anzahl an davon abweichenden Nukleobasen der zu veX^bentoW^ £ 
[0015] Em zweiter Aspekt der Erflndung sind rekombinante ExpressionsvektorenwS Smbm^HEnTs v 
£S H ™° Ezprassionskontrollsequenz aufweisen, die opeXm^t einem der 

Sltd^o.i^Tl e r ra ^ b r olo8en Poi ^ d * ^S^SSSz ££; 

p-iraiaKtradaseoder Glutathion-S-Transferase oder ugendeinem andeien Polypeptid tusioniert sein das in Drokarvon 
*d»"*r eulcaryonuacber .Zellen exprimiert werden kann. Das Protein od^rPofypepudX 2 t p40 5 TpSX 
p27 kreuzreaktivist.kanndabei pnt analytisch nacbweisbaren Gruppen oder mit wasslXdicfaen ^wMtelMnn 
Phasen konjugiert sein, die fur die Dwchfuhrung des Nachweises von AntikSipern wie zum I^boXa M S 

^l^^i 4 10 ^" Aspekten te ^ ^ ** «* ^ vit^Co^^aSSete unMnS 
die Peptide der Erfindung a) an eine wassmmlostiche Phase durch P hysil^ K heAds^o^eS toSnS^S 

fnm g af n^'lT °^ b) k ° V3lent ^ *™ ^»>weisba£ Gruppe (MarbWg) " top^ Jn 

[0018] Die erfindungsgemiBen Polypeptide oder Fragmente davon, wekhTantigeneSmhiS enlalten kSnnen 
als Immunogene zur Herstellung von Antikerpern eingesetzt werden. Zur Ha^gy^^Z^f^^ 
nanten spezifischen Antikorpem konnen Standardprotokolle berangezogen SStakSS^ 
zum Nachweis von Allergenen und/oder zur Thence verwendet wS Antik&per konnen dann z. B. 

ITO19] PwErfindungumfaBtwdterhmeinepbam . 

7,™ g ^ P u amU ^- SCh !U,nehmbarE HUf3stoffe ggf. weitere Wukstofre enmriSe^arma^uX 
Zmaramenseteung kann fiir magnostische oder/und tberapeutische Zwecke verwendet werden. insEXt^! 
pie oder/und Diagnose von allergiscben Erkrankungen. erweoaei wemen, msbesoodere Fur Thein- 

[0020] Der funfte Aspekt der Erfindung ist eine in vitro Methode der Diagnose von Allende eeaen Arthmnortenn^. 
teine, die die humoralen Antikorper bestimmt, die gegen die ArthropodenproimTger^chTS SnuSAtS 
^ t l QS S™ h ^ ™° ^vanten Antik6rper1XLtens IgE H^e ate a "h^G-T 

b^kfinnen wichnge Information iiber die AUergie liefem. Im NormalfaU umfaB, dieSMeZe d^ SaSaW 
KerperflOssigkett aus einem Patienten mit einem Polypeptid der Erfindung. Die Mengenv^hfflmSSi^ung^ 
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werden so gewShlt, daB rich Immunkomplexe zwischen dem Polypeptid und Antikorpern in der Probe in einer Menee 
ausbilden, die cine Funktion der Menge dcr Antikorper in der Probe ist. Der Immunkomplex wind dann mil einer der an 
sich bekannten Methoden gemessen. Etwas spezifischer ausgedrtlckt, eine bevorzugte Methode des funften Aspekts der 
Erfindung besteht darin, eine Probe einer Korperfliissigkeit, die zum Beispiel IgE-Antikorper enthalt, mit einem Poly- 
peptd der Erfindung und einem Anti-IgB-Antikorper in Kontakt zu bringen, so daB sich ein IgB.Poiypeptid-Anti-IP&- 
Immunkomplex bildet. Im Normalfall ist entweder das Polypeptid oder der Anti-IgB-Antikorper an eine feste Phasele- 
koppeit, die entweder unloslich ist, oder im Tbstpuffer gefifflt werden kann, so daB der Immunkomplex von dem Tbstpuf- 
fer geteennt werden kann. Der Detektionsschritt kann in diesen \ferianten unter Verwendung einer analytisch nachweis- 
bareo Gruppe (Markierung) ausgefiihrt werden, die entweder kovalent an den IgE~Antikorper gekoppelt ist (in diesem 
Fall ist das Polypeptid an die Festphase gekoppelt) oder an das Polypeptid (in diesem Fall ist der Anti-Ig&-Antik6rper an 
die Festphase gekoppelt). Wenn IgfrAntikorper bestimmt werden sollen, dann wild der Anti-IgE-Anukorper durch ei- 
nen AnU-IgG~Antik6rper ersetzt 

[0021] Ein sechster Aspekt der Erfindung ist eine Methode, die, verruga weise in vitro, eine zeUulare Reaktion, insbe- 
sondere eine Immunieaktion, auf das Polypeptid der Erfindung mifit und ein rekombinantes oder synthetisches Polypep- 
tid wie un vierten Aspekt beschrieben verwendet, urn die zeUulare Reaktion, insbesondere die Immunreaktion, zu stimu- 
Ueren. Als zeUulare Reaktiooen k6nnen die Hisiaminfreisetzung aus basophilen Granulozyten oder die Proliferation von 
T-Lymphozyten, gemessen durch Aufbahme von ^-Tnymidin gemessen werden, ebenso die Stimulation von eosinophi- 
ls Granulozyten, gemessen durch die Freisetzung von Mediatoren, wie zum Beispiel dem eosinopbilen kationischen 
Protein. Die Proben, die in den oben beschrieben Methoden verwendet werden, sind meistens aus Blut gewonnen. wie 
20 zum Beispiel heparinisiertem Vollblut, Serum oder Plasma. 

, EiD nur das p40 Allergen und besteht darin, durch Messung der Enzym- 

aknvitat des p40 Allergens und seiner Homologen, der Argminkinaseaktivitat (EC 2.7.3.3), das \brhaixieosein von Ar- 
thror^enaUergenen m Proben aus der Umwelt des Menschen zu messen, beispielsweise in Staubproben aus Haushalt 
^^SS?' u e T^P mnkma ^ A k ^ert die reversible Umwandlung von L-Arginin und Adenosintriphosphat 
(ATP) in N-Phospho-L-Argimn und Adenosindiphosphat (ADP). Piir die Messung der Argirrinkinaseaktivitat sind in der 
l^teratur Stanoaidmemoden beschrieben, die zum Beispiel das entstehende Produkt ADP indirekt messen (Anisike et al. T 

D ~*:¥* Aspekt te Erfindun « ^tefo ten** mit Hilfe eines Immunoassays das \forhandensein der p40 p33 
p84 oder p27 Allergene oder deren Homologen in Proben aus der Umwelt des Menschen zu messen, beispielsweise in 
Staubinoben aus Haushalt oder Betrieben. Der Immunassay besteht darin, daB man einen monoklonalen Antikorper aus 
der Maus, dernach Stanc^ethoden gegen eines der Polypeptide der Erfindung gewonnen wird, oder ein Antiserum 
aus einem Wr^ wie zum Beispiel, Kamnchen, Ziege, Schaf, Huhn, das geg£ ernes der Polypeptide der S 
genchtet isrt, mit der Umweltprobe in Kontakt bringt, die auf die p40, p33, p84 oder p27 Allege oder deren Homolo- 
gen getestet werden soli. Dabei ist der erste Antikorper oder das Antiserum typischerweise kovalent oder nichtkovalent 
2 JSSJ? wfS*- &*<W**. dieUmweltprobe wird in wassriger Uteung oder in einem polaren Losungsmittel gelost 
angeboten NachememWaschsctattwirddasg 

nem zweiten, markierten monoklonalen Antikorper oder einem Antiserum detektiert 

[0024] Bei diesem Verfahren kann insbesondere ein p40-Homologes aus einer beliebigen Spezies, besonders bevor- 
zugt ausMotte oder Milbe am meisen bevorzugt aus Hausstaubmilbe, ein p33-Homologes aus einer Schmetterlingsart, 
msbewnoere Motte, em p84 Homologes aus einer wirbellosen Spezies, insbesondere einer SchmetterUngsart oderAmd 

molo S es aus ^ beliebigen Spezies, insbesondere von einer Arthropodenart bestimmt werden. 
[0025] Der neunte Aspekt der Erfindung besteht darin, aus dem synthetischen oder rekombinanten Polypeptid der Er- 
findung ^J^^^^^ *** zur Hyposensftilisierung ammunotherapie) von Patienten mil AUenjie gegen 
p40, p33, p84 oder p27 oder deren Homologen eingesetzt werden kann. S 
[QO f] i^r jebnte Aspekt der Erfindung besteht darin, solche Pragmente oder Tbilpeptide oder Multimere des Poly- 

p40 P 33,p84 oder p27 Allergene oder deren Homologen enthalten, aber nicht oder nur in einem stark dngeschrSnkten 
MaB zu einer anaphylaktischen Reaktion fuhren konnen. Multimere eines Allergens wirken oftmals weniger anaphylak- 
Usch ak Monomere IgO und IgA-Epitope kdnnen eine geringere anaphylaktische Wrkung als IgE-Epitope aufweisen. 
Ihese Denvate der Polypeptide der Erfindung konnen zu einem Arzneimittel entwickelt werden, das Stweder zur passt 
^^^eingesetzt ^werden (Nase, Conjunctiva, Lunge), urn einer Freisetzung von Mediatoren 
bei einer spateren AUergenexposiuon vorzubeugen, oder ebenfaUs zu einer aktiven Immunotherapic im Sinne einer Hy- 
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[0027] Em weiterer Aspekt der Erfindung betrifit ein diagnostisches Mttel zum Nachweis einer Allenrie bei einem Pa- 
55 ^ l 1 dn Pol yP e P tid «nen Antikorper wie oben beschrieben, enthalt. 

[0028] Mit den Erkenntaissen der vorliegenden Erfindung ist es moglich, eine speziesspezifische AUemiediagnostik 
unto- Verwendung einer Motte, insbesondere der Dorrobstmotte zu betreiben. HSerzu konnen die Dorrobstmotte Ex- 
trakte davon, wie etwa Gesamtextrakte oder einzelne Bestandteile, insbesondere in Form von Teilextrakten zur Bestim- 
mung einer allergischen Reaktion, beispielsweise als Antigen eingesetzt werden. 
60 [0029] Daneben ist es auch moglich, eine komponentenspezifische AUergiediagnostik durchzulilhren, in dem Proben 
auf die einzelnen, oben beschriebenen Allergene untersucht werden. In diesem Zusammenhang ist die Diagnose einer 
Argmmbnase, insbesondere aus einer Motte oder aus einer Milbe, beispielsweise der Hausstaubmilbe, von besonders 
groBem Interessc. Aber auch die anderen identifizierten AUergene sowie deren Homologen aus Arthropoden konnen fur 
eine komponentenspezifische AUergiediagnostik herangezogen werden. 
65 S Uf °^ nd ^ ^ erin V* 5 ™^™ Ergebnisse kann eine Argininkinase zur HersteUung eines Arzneimittels 

oderAmd ernes magnosbschen MiUels zur Behandlung von allergischen ^krankungen oder/und zur BestimmunR von 
AJlergenen verwendet werden. Bevorzugt wird hierzu eine Argininkinase aus einem Arthropoden, insbesondere aus 
Motte oder aus Milbe, z. B. Hausstaubmilbe eingesetzt bzw ein Test auf das Vorhandensein einer solchen Argininkinase 
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durchgeflWhrt Bei der Aigininkinase handelt es sicb bevorzugt um p40 oder eine Aigininkinase, die zu p40 eine Identitat 
k^nS. > m> bCVWZUgt >70%undatn «*- ^vorzugt >X. aufwe^ und KSS 

SL^l^,™ 6 ?' ** f"* ^ bndte Ve ^dun« der erfwdungsgemaB gefiindenen Allergen und der 
m n^H ^T.l ^zinisch^agnostischen,, umweltanalytLhem Lnd merapeutiscbem Sb£ 
D " Erfindung wird durch Ae fol 6 endc ° und die beigdBgten Hguien writer erUtouT Die KguS 

™ JteSS^V^? 3US Larven Dfirxobstmotte, untersucht auf IgB in den Se- 
ren von 90 ftitienteo mit allergischen Beschwerden in Innenraumen (H1-H90, feweib oberer Tfeil) Im ieweils unteren 

SZtl tan ° b '« hen r retombin " P40 Allergen mit HexaWstidintag mit cSS^n JepS 

ate voTSm MOlgCWlCbtSmarkern S,Dd auf derBnken Sdtein «W*» KktdiePufieAontroU^ohnS- 

25mi - F 1l 2: ^ Mobl ^ tfchen ^ tGe ^^ untersucht 
ah^ < ^, S - ereD VOD ^f nten aUel S ischen Beschwerden in Innenraumen pl^atopisctoS'au^sW 
P 80 ^ mt P°M«Bfe ohne angegebene Beschwerden im Haus (P1-P20) und ™lSmSonen 
d2b^ .Cnl U f "!:?l^T^ n nutrekombina^tem p40 Aie^ JStSStJ 

ErpSteu^ 

ErpSnSf (SEQ 10 N ° ^ ^ ab 8 efei ^^^„ 2 ( S EQroNo.8)de S Mer ge n S p27au S P lc - 
[0039] fig. 7: IgE-Immunoblot Streifchen mit rekombinantem p40 Fusionsprotein mileinerZeUulose-bindenrtenTV. 
SEE r^^ 1 ^ ^ Sere " Auflr xcchS^S'lS^ 

[0040] Kg. 8: Sofortlypreaktionen beim Hauttest mil dem lekombinanten p40 Allergen mit Hexahistidintag. 

aSS^SSF* ^f^"*" AH11. Keine Hautreaktiviiat auf Konzentrationen Nr 10 und 9 

Qaddeln und Rotnng bei den Konzentrationen Nr 8 (3 12 ne/uT> hit Nr * ns. „„/. ,n ru„ uiwT v . 

d: VergroBerung von Big. 8b: Quaddelbildung im Reibetest bei der Konzentration Nr. 2 nach 20 min. 
[0M1^ Rg. 9: Spatphasemeaktionen nach 24 h bei der Hauttestnng mit dem rekombinanten p40 Allergen mit Hexahi- 

duS5S l rt ekZe,natflSe Reakti0n in Konzentrationen Nr. 6 (12.5 ng/pl) bi s Nr. 2 (200 ng/ M l). Nr. 1 wurde nicht 
b: Rcibetest: keine ekzematfise Reaktionen in den Konzentrationen Nr. 10 bis Nr 7 
k %jgr68erung von Big. 9a: Ekzematose Reaktion bei Konzentration Nr 4 
PnCkteSt Mteierte ^ inneAalb ^erten Grenzen der vorangegangenen Soforttyp-Reaktioo. 

^ 5> *J°* * »■# * e cDNA des Allergens p40 aus Plodia inteipunctella, 
5iig JU No. 2 zeigt die davon abgeleitete Proteinsequenz, 

5> No - 3 zeigt die cDNA des Allergens p33 aus Plodia inteipunctella, 
* ^ e c ^ avon abgeleitete Proteinsequenz, 
o^S S ^ a 5 26581 de cDNA dcs A^^Bens P&4 aus Hodia interpuncteUa, 
5>EQ ID No. 6 zeigt die davon abgeleitete Proteinsequenz, 

^ S 3 * CDNA P27 aus Plodia inteipunctella, und 

ibQ ID No. 8 zeigt die davon abgeleitete Proteinsequenz. 
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Beispid 1 

Test von verschiedeoen Gruppeo von Allergiken. und Nomalpersonen auf IgE-Antikorper gegen Mottenantigene aus 

Larven derD8rrobstmotte P. interpunctelk 

bdS jS^S^SS 0 ?"? t *T "Wf****** «» Motten bislang kaum Beachtung gefunden hat, konnte 

Ql T* ^ finiert WBrden ' ^ Beschwerden nach Kontakt rmt Mottenaller- 

i^rts^t^^r * unserc * fo,geKicn Gruppen — • - f ^ e -^- 
LSuS;^pL^^ hwcnlBn ^ Asthnm bronchiaiB) in ^ 

^^t^^tT&J^^^ n ^ Co * unctivitis ' 

L^A^ "^^^""M^^eigie ohne Typ I allergiscne Beschwerden (Rhinitis, Conjunctivitis, aU- 
ergisches Asthma bronchiale) in InnenrSumen (n = 20, Patienten P1-P20) ^ 
4. Probanden ohne atopische Dermatitis und ohne nachgewiesene iy P I Allergien (n = 10, Piobanden N1-N10). 

IgE-Reaktivitat von natUrlichen Mottenextrakten 

[0044] PrSparationeo von zwei verschiedenen Mottenspezies wurden verwendet, urn mottenspezifische lEE-Antikor- 

JSSlSSr^^f ella (Alkrgon, Pharmacia Upjohn, Uppsala, Schweden). Die andere Preparation wurde aus 
Mo^nlarve^anderstadtum, kurz vor der Verpnppung) von der DOrrobstmotte Plodia interrxmcXhemestelUDie 
v e ^, nP ^ / I" P" 115 * homogenisiert, im Verhaltnis von 1 : 1 n^S-AuftSS 

versetat und auf elnea .12,5% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (Fling und Gregerson, 1986) Es wunfeekpE" 

SELdl^^^^r" aU i^ ge # en Motten zu von * * (1989) beschrieben 

wS ! Kfl^M7f n2X5 r n -"""I 1 * 30 ™P^« (42 mMN a2 HPO^ 6,4 mM NaH^, 
aS^lilS™ £?t ft? 0 Rmd f r ? erumaIbumin ' O- 05 * W» NaNj, pH 7 J) bei Raumtemperatur abgcsattigt 
4^faSSSST ^TV™?" an ?f rsbeschrieben ) nrhPuflterG veidunntenPanentense^uberNaehtbd 
mf Int T S v!^it , min J " nd 1 X ?° W ^temperaturin ***G gewaschen, dann Ober Nacnt 

Sanson! SS^S, T^f" Ann-Human-IgB Annkorpas (Amersham Pharmacia) bei Raumtem- 
SEKnt^l^^ 8 "^ Gebundenes mottenspezifischesIgE wurde so mitdem 
^S^SSS^^SSi^ UDd ^ "•*»« Autoradiograpbie auf ei- 

Kten^fllttl"^ 0l T in ™ 1 ^ ReSU,tate *» Experiments fur die Gruppe der Tndoor-.Alhagiker 
ST™ ££f £ • Bes f hwenJ f n m . tollmen), Figur. 2 zeigt im oberen Teil die Ergebmsse fur die anderen 
arei Gruppea Die Ergebmsse sind auch weiter unten in Tabelle 1 dargestellt. 

Ohbellel 

so dX^J^JL "? ahl ^ du f g aus D^fcmootte. + + +, sehr starke Reaknon; + + starke Reaktion mitmio- 
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Patient Dorrobst- Mehl- Rek. p40 Haus- KOchen- 
motten- motten- Allergen staub- schabe 
larven falter (His e ) milbe 
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[0048] Insgesamt wurden bei den Tndoor"-Alleigiban (n = 90) beim Ig&Immunoblot nrit dem Dtaobstmottenlar- 
vra-Gesamtextrakt 4 sehr stark positive, 13 stark positive und 25 schwach positive Reaktionen beobachtet, bei den Ato- 
pikem mit allergischen Beschwerden in InnenrSumen (n = 12) 2 sehr stark positive, 2 stark positive und 6 schwach po- 
sitive. Bei den Pollenallergikem ohne angegebene allergische Beschwerden in Innenraumen (n = 20) gab es 2 sehr stark 
positive und 8 schwach positive Reaktiooca Insgesamt wurde bei 51% der Patienten eine positive Reaktion auf Motten- 65 
larvenproteine beobachtet Keine der nichtallergischen Kootrollpersonen zeigte eine Reaktion im Iimnunoblot 
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Test auf IgE-Antik6rper gegen Proteane der MehlmoUe (E, kuehniella) im Falterstadium 

[0049] Das gleiche Patientenkollektiv wic oben wurde auf Streifchen mit eincra kommerziell erhaltlichen Extrakt aus 
der Mehbnotte untersucht, wobei die Ergebnisse auch in der Tabelle 1 dargestellt sind Insgesamt zeigten 36% der All- 
ergiker eine positive Reaktion auf Mottenfaltet 

Test auf IgE-Antikorper gegen Proteine der Haustaubmilbe (Dermatopbagoides pteronyssinus) und der Kuchenschabe 

(Blattella germamca) 

[0050] Ausgewahlte Patienten und Normalpersonen aus dem Kollektiv wurden auf Streifchen mit kommerziell erhall- 
Hchen Extrakten aus der Hausstaubmilbe und der Kuchenschabe getesteL Die Ergebnisse sind wieder in Tabelle 1 darge- 
stellt Die Kuchenschabe ist ein fliigelloses Insekt und naher mit der Dorrobstmotte verwandt als die Hausstaubmilbe, die 
zu den Spinnentieren zahlt Alle drei zahlen zu den GHederfiifilem (Arthropoden). TYotz der phylogenetischen Verwandt- 
schaft der drei Spezies ist die IgE-Reaktivitat der Patienten oft stark unterschiedlich. So reagiert zum Beispiel Patient 
H81 sehr stark auf Motte und Kuchenschabe, aber nicht auf die Hausstaubmilbe. Patient H90 reagiert nur sehr stark mit 
der Miibe, aber nicht mit Schabe oder Motte. Patienten H7, H9, H33, H80, AH5 und AH9 reagieren auf Mottenlarven 
und Palter, aber nicht auf Schabe oder Milbe, 

Beispiel 2 

Isolierung und molekulare Charakterisierung eines cDNA Klons, der fur das P. interpunctella Allergen p40 kodiert 

Konstruktion einer cDNA-Bank von Plodia interpunctella 

[0051] Die Insekten (Plodia interpunctella) wurden in Haferflockeo angeziichtet (S, Prozell, M. Schdller, Institut fur 
Vorratsschutz, Biologische Bundesanstalt, Berlin). 180 Larven im spaten Wanderstadium, kurz vor der Verpuppung 
(2,4 g) wurden zur Praparation von RNA eingesetzt. Die Larven wurden in 30 ml Trizol Reagens (Life Technologies, 
Frederick, MY, USA) homogenisiert, und aus der waBrigen Phase wurde nach dem Protokoll des Herstellers die RNA ge- 
wonnen. Aus 5 ug der erhaltenen Gesamt-RNA wurden nrit Hilfe des PblyXTtract Systems (Promega, Madison, WI, 
USA) polyA + RNA gewonnen. Die mRNA wurde in cDNA uberschrieben und diese mit Hilfe des Uni-ZAP Systems 
(Slratagene, La Jolla, CA, USA) auf gerichtete Weise in X ZAP Phagen eingebauL Die primare Bank enthielt 3 x 10 6 
cDNA Klone und wurde nach Standaidmethoden amplifiziert. 

IgE-Immunoscreerring und Analyse der immunopositiven Klone 

[0052] Zum Screening einer cDNA-Bank von Plodia interpunctella wurden Seren der Patienten AH11 (Screen 1), H20 
(Screen 2) und AH10 und AH12 (Screen 3) verwendet 360000 (Screen 1) oder 200000 (Screen 2, 3) Phagen der X ZAP 
cDNA Bank wurden auf einem Rasen von Escherichia coli XLl-Blue (Stratagene) Zellen in einer Dichte von 15000 Pha- 
gen pro Petri schale mit 140 mm Durchmesser ausplattiert Die Synthese von rekombinanten Proteinen wurde durch Auf- 
iegen von Nitrozellulosefiltem (Schleicher & Schttll, Dassel, Deutschland) induziert, die nrit einer 10 mM IPTG (Isopro- 
pyltbao-^-D-Galaktosid) Losung getrankt waren (Huynh et al, 1985). 31 (Screen 1, Patient AH11) bzw. 11 (Screen 2, Pa- 
Uent H20) und 6(Screen 3, Patienten AH10 und AH12) immunopositive Klone wuiden jeweils mit Hilfe von Patienten- 
seren und von ^-markierten, gegen humanes IgE gerichteten Antikorpem (Pharmacia & Upjohn, Uppsala, Schweden) 
nach etablierten Methoden (Breiteneder et aL, 1989; Wenta et al., 1991; Vrtala et aL, 1993) isoliert. 

DNA-Sequenzanalyse der immunopositiven Klone 

[0053] Aus den positiven Phagen wurden durch "in vivo excision" (Short et aL, 1988) mit Hilfe von Helferphagen 
(Stratagene, La Jolla, CA) die entsprechenden cDNA Plasmide gewonnen und nach Standardmethoden isoUert. Die 
DNA wurde mit Hilfe von Thermosequenase (Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden) und IRD800-markierten Pri- 
mern (MWG Biotech, Ebersberg) auf einem LI- COR Sequenzer (U-COR, Lincoln, NE) analysiert. Die Basenscquenzen 
wurden in AminosSuresequenzen tibcrsetzt und nrit Hilfe des FastA-Programms (Pearson und Lipman, 1988) mit der 
S wissProt Datenbank verglichen. Alle Klone wurden mit Hilfe des GAP Programms aus dem UWGCG Programmpaket 
(Ptogram Manual for the Wisconsin Package, Version 8, August 1994, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, 
Madison, Wisconsin, USA 5371 1) miteinander verglichcn. Auf diese Weise und mit Hilfe des Vergleichs zu den homo- 
logen Proteinen wurden Klone idendfiziert, die einen kompletten Leserahmen aufwiesen. 

[0054] Beim Screening von 360000 Phagen der X ZAP cDNA Bank mit dem Serum AH 11 wurden 31 immunopositive 
Klone erhalten. Die in vivo exzidierten Plasmide wurden zunachst mit EcoRI und Xhol gespalten und auf einem Agaro- 
segel wurden die Schnittmuster analysiert. Alle analysierbaren Klone enthielten dieselbe cDNA. Der lSngste verfUgbare 
Klon wurde sequenziert (Fig. 3) und der offene Leserahmen, der ein Polypeptid von vorheigesagten 40 kDa (p40) dar- 
stellte, wurde nrit den Datenbanken verglichen. Es zeigte sich, daB das gefundene Polypeptid (Fig. 3) fiber die gesamte 
Lange mit Aigininkinasen verschiedener Spezies homolog war. Argimnkinasen konnen die terminale Phosphatgruppe 
von ATP auf Argimn flbertragen und so einen Energiereservestoff bilden. Bislang sind Argimnkinasen nicht als Aller- 
gene idendfiziert worden (siehe auch Einleitung). Die dem p40 Allergen am nachsten verwandte Argininkinase aus der 
Homgbiene (Kucharski und Maleszka, 1998) weist 85% Aimrosaure-Sequenzidentitat nrit p40 auf. 
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Beispiel 3 

Isolierung und molekulare Charakterisierung eines cDNA Klons, dcr fur das P. interpunctella AUergen p33 kodiert 

[0055] 200000 Phagen der \ ZAP cDNA Bank wurden wie oben beschneben mit dem Serum H20 gescreent, dabei 
^^^i 1 ™ n " n °P° siti y c erhalten. Die in vivo exzidierten Plasmidc wurden wie oben analysiert und sequen- 
ziert .10 der 11 Klone komerten fur das gleiche Protein. Drei der Klone hatten die voile Unge, und zwei von ihnen hatten 
die identiscbe Sequenz, die in Kg. 4 dargesteUt ist Der offene Leserahmen steUt ein Allergen von 33 kDa dar (p33), das 
nut Tropomyosinen verscbiedener Spezies eng verwandt ist Tropomyosine sind als kreuzreagierende Allergene beson- 
ders auch aus dem Bereich der Nahrungsmittelalleigie bekannt (Reese et al., 1999). 



Beispiel 4 

Isolierung und molekulare Oiarakterisierung eines cDNA Klons, der fur das P. interpunctella Allergen p84 kodiert 

[0056] 200000 Phagen der X ZAP cDNA Bank wurden wie oben beschneben mit den Seren AH10 und AH12 ge- 
screent, dabei wurden 6 immunopositive Klone erhalteo. Die in vivo exzidierten Rasmide wurden wie oben analysiert 
und sequenziert. Nur einer der Klone (Sequenz Big. 5) kodierte fur ein Protein in voller Lange, es handelte sich urn ein 
homoioges zu Ary^honnen. Arylphorine gelten als Speicherproteine von Insekten und enthalten einen hohen Anteil an 
lyrosin. Ein Arylpnonn der Schabe (Periplaneta americana) ist bereits in einer Publikation (Wu et al. p 1996) als Allergen 
beschneben. & 



Beispiel 5 

Isolierung und molekulare Charakterisierung eines cDNA Klons, der fur das P. interpunctella Allergen p27 kodiert 

[0057] 200000 Phagen der X ZAP cDNA Bank wurden wie oben beschneben mit dem Serum H20 gescreent (Screen 
2) ebensovtelernitdenSerenAH 10 und AH12 (Screen 3). Die in vivo exzidierten Plasmide wurden wie oben analysiert 
und sequenziert Einer der Klone von Screen 2 und drei der Klone von Screen 3 kodierten fur das gleiche Protein. EinSe- 
quenzvergieich der durch Ubersetzung erhaltenen Aminosauresequenzergab eine signifikante Ahnlichkeit mit einer Glu- 
kose 1-l^ydrogenase aus Bacillus megaterium (36 % SequenzidentitSt, Nagaoet aL, 1992). Es gab auch eine kleinere 
aber noch ^gmfikante Ahnlichkeit mit dem Alt a 2 Allergen aus dem Hlz Alternaria alternata (26% SequenzidentitSt, De 
Vouge et al 1998) einer Aldehyddehydrogenase, und dem Bet v 5 Allergen aus der Birke (20% Sequenzidentitat, Ka- 
ramloo et al 1999), einer Isoflavonieduklase. Bei dem p27 Allergen handelt es sich also urn ein Redoxenzym. Die Se- 
quenz ist in Fig. 6 dargesteUt. 



Beispiel 6 

Expression des p40 Allergens mil einem Hexahistidintag und als Fusionsprotein in E. coli 

[0058] Die p40 cDNA wurde auf zwei verschiedene Weisen in pET-Expressionsvektoren einkloniert so da6 das p40 
Allergen einmal nur nut einem Hexahistidintag und einmal als Fusionsprotein mit einer Zellulosebindenden Domaneer- 
zeugt wurde. Das erste Konstrukt wurde unter nativen Bedingungen gereinigt Das zweite Konstrukt wurde uber eine 
Zellulosesaule gereimgt. Sowohl das Fusionsprotein mit einer zeUulosebindenden Domane als auch das Nichtfusions- 
protein nut Hexahistidintag besaBen Argininkinaseaktivitat 

Konstruktion eines Expressionsvektors zur Expression des p40 Allergens mit einem Hexam^tidin-'Tag- 

[0059] Die komplette cDNA wurde in zwei Stufen in die EcoM und Xhol Schnirtstellen des Plasmids pET23(+) (No- 
vagen, Madison, Wisconsin, USA) einkloniert Die Ribosomenbindungsstelle wurde mit ffilfe der Obgonukleotidabhan- 
^^S^S^^^^ l987) m Expressionsvektor eingebaut. Dazu wurde das Mutageneseoligonu- 
^ ^7 CAF 007 ATA ^ 0CTTCT AGA GGO AAA <**-3' verwendet Derent- 

standene VektorpETAKl wurde durch DNA-Sequenzanalyse uberpruft In dem \fektor wurde dann am carboxytermina- 
^^^W Spaa durch dnB zweite M"tagenese mit dem OHgonukleotid 5'-ATC TCA GTG GTG GTG GTG GTG 
GTG CAGGGA TTT CTC GArTITG*r-3'ein Hexalristidintag fur dieReinigung Uber eine NickelaffinitfitssSule (Qia- 
gen, Hilden, Deutschland) in das Expressionsplasmid eingebracht, und es entstand derVeklor pETHisAKl, der durch Se- 
quenzierung iiberpriift wurde. 

Expression und Reinigung des p40 Allergens als Nichtfusionsprotein mit einem Hexahistidin-'^Iag" 

[ ^no D ^^ tOT ? BTMsAK1 v™ 6 * ™ Escherichia coli (DE3) transfoxmiert und die transformierten Zellen in 
einer400 ml Kultur bei 37°C geschuttelt bis zu einer optischen Dichte (600 am) von 0,8. Die Synthese des rekombinan- 
ten ftoteins wurde durch Zugabe von 0,4 mM (Endkonzentration) von IPTG (Isopropyl-p-D-Galaktosid) induziert, und 
Ae Kultur wurde noch 3 h bei 3TC weitergeschuttelt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet, dann wurden die 
^en 10 mm m Lysepufler (100 mM KQ, 50 mM Mes, 4% (v/v) Triton X-100, 8 mMDTT,8 mM EDTA, 25 ug/ml Po- 
lymyxin B SuUat (Sigma, St ^MO, USA), pH 7S) behandelt (Schupp et aL, 1995). Zelldetritus wurde 30 min bei 
2000 x g und 4 C abzentnfugiert Das Protein wurde mit Hilfe voo zentrifugierbaren Kleinsaulen unter nativen Bedin- 
gungen durch Nickelchelat-AffinitStschromatographie gereinigt wie vom Hersteller (Qiagen) beschriebea 
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Konstruktion eines Expression&klons zur Expression des p40 Allergens als Fusionsprotein 

[0061] Die komplette cDNA, die fur das p4G Allergen kodiert, wurde in den Expressionsvektor pET36b (Novagen) 
nach Standardmethoden (Sambrook et al., 1 989) unter Wrwendung der EcoRI und Xhol Restriktionsstellen umkloniert 
5 Dies geschah in zwei Stufen, da die cDNA eine interne Xhol-Stelle aufwies. Der noch fehlende Obergang zwischen der 
Sequenz, die fur die Zellulose bindende Domane kodierte und der Sequenz, die fOr die Aigininkinase kodierte, wurde mit 
Hilfe der OHgonukleotid-abhangigen Mutagenese nach Kunkel et al., (1987) in den Expressionsveklor eingebauL 
[0062] Dazu wuide das Mutageneseoligonukleotid 5'-GGT AGC GGC GTC CAC CAT GGT ATA TCT CCT TCT 
AGA GGG AAA CCG-3' verwendet, Derentstandene \fektor pCBDAKl wurde durch DNA-Sequenzanaryse uberpriift. 

10 

Expression eines Fusionsproteins aus einer Zellulose-bindenden Domane und dem p40 Allergen 

[0063] Der Vbktor pCBDAKl wurde in Escherichia cob* BL21 (DE3) tramforrruert und die transfonnierten Zellen in 
einer 400 ml Kultur bei 37°C geschuttelt bis zu einer optischen Dichte (600 nm) von 0,8. Die Synthese des rekombinan- 

15 ten Proteins wurde durch Zugabe von 0,4 mM (Endkonzenlration) von IPTG (Isopropyl-p-D-Oalaktosid) induziert, und 
die Kultur wurde noch 3 hbei 37°C weitergeschuttelt. Die ZeQen wurden durch Zentrifugation geerntet, dann wurden die 
Zellen 10 min in Lysepuffer (100 mM KC1, 50 mM Mes, 4% (v/v) Triton X-100, 8 mM DTT, 8 mM EDTA, 25 pg/ml Po- 
lymyxin B Sulfat (Sigma, St Louis, MO, USA), pH 7.5) behandelt (Schupp et al., 1995). Zelldetritus wurde 30 min bei 
2000 x g und 4°C abzentrifugiert Das Fusionsprotein wurde durch ZeUulose-Affinitatschromatographie gereinigt wie 

20 vom Hersteller (Novagen) beschrieben. 

Test des rekombinanten p40 Allergens mit Hexahistidintag und des Fusionsproteins aus einer Zellulose-bindenden Do- 
mane und dem p40 Allergen auf IgE-ReaktivitSt 

25 [0064] Das gereinigte p40 Allergen mit einem Hexahistidintag wurde wie oben beschrieben in einer Konzentration von 
10 ug pro cm auf einem praparativen 12^% SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisiert, auf Nitrozellulose geblottet und 
mit jenen Patientenseren getestet, die in den oben beschriebenen Experimenten mit dem Extrakt von R interpunctella 
Larven getestet worden waren. 

[0065] Das gereinigte rekombinante Fusionsprotein wurde wie oben beschrieben in einer Konzentration von 5 jig pro 
30 cm auf einem praparativen 12^% SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisiert, auf Nitrozellulose geblottet und mit jenen 
Patientenseren getestet, die in den oben beschriebenen Experimenten mit dem Extrakt von P. interpunctella Larven posi- 
tive Signale ergeben hatten. 

Test der oben beschriebenen Patienten und Noimalpersonen auf IgB-Antikorper gegen das rekombinante p40 Allergen 
35 mit Hexahistidintag 

[0066] Alle Seren der oben beschriebenen Patienten und Normalpersonen wurden auf gleiche Wrise wie oben be- 
schrieben auflgE-Antikorper gegen das gereinigte p40 Allergen mit Hexahistidintag getestet (Fig, 1, 2, 1Ybelle 1). Bei 
diesem Versuch zeigte sich eine Reaktivitat nur im Moiekulargewichtsbereich bei 40kDa, deshalb ist ein schmalerer 
40 Ausschnitt der Irnmunoblots unter den Blots mit Larvenproteinen dargestellL Insgesamt waren 10 von 90 "Indoor"-AU- 
ergikem positiv, 3 von 12 Atopikern mit °lndoor ,, -Allergie und einer von 20 Pollenallergikern ohne angegebene allergi- 
schen Beschwerden in mnenramnen. Das bedeutet, dass 11% der Patienten H1-H90 und 23% der Patienten AH1-AH12 
IgE gegen Larven der Dorrobstmotte hatten. 

45 Test von Patienten und Normalpersonen auf IgE-Antik6rper gegen das rekombinante p40 Fusionsprotein mit Zellulose- 

bindender Domane 

[0067] Eine Auswahl der oben beschriebenen Seren wurde auf IgE gegen das rekombinante p40 Fusionsprotein gete- 
stet (Beispiele in Fig. 7). Auch das rekombinante p40 Fusionsprotein war geeignet, IgB-Antik6rper gegen das naturliche 
so p40 Antigen nachzuweisen. 

Beispiel 7 
Hauttests 

55 

[0068] Das gereinigte rekombinante p40 Allergen mit Hexahistidintag wurde in steriler 0,9% NaCl-Losung auf 10 ver- 
schiedene Konzentrationen eingestellt: Nr. 1 enthielt 400 ng/ul, die weiteren Proben enthielten absteigende Konzentra- 
tionen von 200 ng/ul (Nr. 2), 100 ng/ul (Nr. 3), 50 ng/ul (Nr. 4), 25 ng/ul (Nr. 5), 12^ ng/ul (Nr. 6), 6,25 ng/ul (Nr. 7), 
3,13 ng/ul (Nr. 8), 1,56 ng/ul (Nr. 9) und 0,78 ng/ul (Nr. 10). Vor dem intrakutanen Hauttest wurde am kontralateralen 
60 Arm ein Reibetest mit je 30 pi der Konzentrationen Nr. 10 bis Nr. 2 durchgefDhrt und nach 5, 10 und 20 nun so wie 24 h 
abgelesen. Die Negativkontrolle war 0,9% NaQ, als Positivkontrolle wurde Hktmnirxrihydrochlorid in einer Konzentra- 
tion von 1 mg/ml verwendet Basierend auf den Ergebnissen des Reibetests wurde dann der Pricktest in den Konzentra- 
tionen Nr. 10 bis Nr. 5 durchgefDhrt und jeweils nach 20 min und 24 h abgelesen. 

[0069] Der mottenaUergische Patient AH11 wurde gegen das rekombinante p40 Allergen mit Hexahistidintag zuerst 
65 im Reibetest und dann im Pricktest untersucht Im Reibetest (Fig. 8b) rieten die Konzentrationen Nr 10 bis Nr. 6 keine 
Sofortreaktionen hervor, die Konzentration Nr. 5 induzierte einen leichten Juckreiz im Probegebiet Nr. 4 rief nach 5-10 
Minuten winzige Quaddeln hervor. Nr. 3 und Nr. 2 riefen multiple Quaddeln (Durchmesser 4- 5 mm) hervor; Diese hat- 
ten nach 15-20 min die maximale Auspragung (Fig. 8d) und bildeten sich alle nach 45 min zuruck. 
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[0070] Nach den, Reibetest wurde der Pricktest nut den gleichen \fadlinnungen (Nr. 10 bis Nt 5) in anfsteigenden 

fton beobacntet. Qaddeh und Hautretung traten in den Konzentrationen Nr. 8 (3,12 ng/ul) bis Nr. 5 (25 ns/ul) auf Der 
S^^f^"™^^ (Konzen^nonNr. 8) und 15 ^(K^S^SE* fljg £ M 
S2??SSrJr ^ ea ^ 0DeD V0 ^" * 8 MsN t5 wurdenKonzentn.tionenNr.ibisNTl nicht 

ElX^nSffiS " ^ AUSP ^ 8 - 20 - - — *» - 

[0071] Bei derAblesung nach 24 h warden innerhalb der jnaikierten Grenzen der vorangegangenen SoforttwReak- 

mX 8 c ?^r^,T' ZC18 ^ C,ne ekzemat6sc Ration im Gebiet der KonzenYratTonen Nr 

fe&9b). niedngeren Konzenttationen Nr. 10 bis Nr. 7 keine ekzematosc Reaktion beob- 

Bei spiel 8 

Immunoblot-Inhibition und Nachweis der Kteuzreaktivitiitdesp^ Allergens mit AUeigenen verscbJedener Spezies 

[0072] Aus der literati* ist bekannt, daB eine enzymatische Argimnkinaseaktivitat praktisch in alien unteisuchten In- 

^T^T ^"^fen, welcneimmunologiscb; AhnUchkeiten zwK Stn^ Me^n^- Dot 

w" SpCZicS beS,chcn ' wunlc dn Inimunoblot-Inhibidon^P^nTdu^ 

Ato^ttakte aus der Mdbe (Dennatophagoides ptexonyssinus), KQcbenschabe (Blattella gernZ) <S2 2 

0 "'T^ ' (H ° manlS 8™™»). Miesmuscnel (Mynlns edulis), und Kabeljau S moSlsS 

£KSr dtD entW£der 6iD8ekaUft ^ Und Schate > - «■* dngeklunen^gel^MX. 

Sara 

bTwSL il™! r,ifK U& ^ «"d Gregerson, 1986) wuide zugesek und die Pro- 
oot wuidM 10 mn ba 95°C denatunert, unloshche Bestandteile wurden lOmin bei 14500 Unm und 4V ah/BntrifiC 

EhLflf? "n^^hienlnvatebratenspezies reagierteo die Sena nut einer Bande im Beracb von 40 kDa. die 

fsssssssssssssgssr "~ - — 

LTTERATUR 

wS^fllSffi?^ *" D ° a " s Bro tai0 ^' « — — — «- B— 

Stated JSES'5,^°„ A - "S" A , K T rt . D - a-** 1 «• S^*" 0. Batata* M (1989) The gene 
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lergy Clin. ImmunoL Si M ' S 5 to a family of ^flavooe rednctaserelated proteins. J. Al- 
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SEQUENZPROTOKOLL 



<110> Quchene, Michael 



<120> Rekombinante Allergene aus der Motte Plodia 
interpunctella 

<130> 22034pdemd 

<140> 
<141> 

<160> 8 

<170> Patentln Ver* 2.1 

<210> 1 
<211> 1294 
<212> DNA 

<213> Plodia interpunctella 

<220> 

<221> CDS 

<222> (25).. (1089) 



aag acc tea ttt ggt tea act etc ctg gat tct ate cag tea ggt gtt 195 
Lys Thr Ser Phe Gly Ser Thr Leu Leu Asp Ser lie Gin Ser Gly Val 
45 50 55 

gag aac tta cat teg ggt gtt gga att tat gee cca gat get gag gca 243 
Glu Asn Leu His Ser Gly Val Gly lie Tyr Ala Pro Asp Ala Glu Ala 
60 65 70 



tat gta gta ttt gca gac ttg ttc gac ccc ate att gaa gat tac cac 
Tyr Val Val Phe Ala Asp Leu Phe Asp Pro He He Glu Asp Tyr His 



10 



15 



20 



25 



30 



<400> 1 

tcaagtgtca gaaaagcagc agca atg gtg gac gec get acc ctt gag aaa 51 35 

Met Val Asp Ala Ala Thr Leu Glu Lys 
1 5 

ttg gag get ggc ttc age aag ctt gee gee tec gac tea aag teg ctg 99 40 
Leu Glu Ala Gly Phe Ser Lys Leu Ala Ala Ser Asp Ser Lys Ser Leu 
10 15 20 25 

45 

ctg aag aaa tac etc acc agg gag gta ttt gat get etc aag aac aag 14 7 
Leu Lyg Lys Tyr Leu Thr Arg Glu Val Phe Asp Ala Leu Lys Asn Lys 
30 35 40 



50 



55 



60 
291 

65 
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aat ggc ttc aag aaa acc gac aag cac.cct ccc aag aac tgg gga gat 339 
Asn Gly Phe Lys Lys Thr Asp Lys His Pro Pro Lys Asn Trp Gly Asp 
5 90 95 100 105 

gtt gag acc etc ggg aac ttg gat cct get ggt gaa ttt gtt gtc tec 387 
Val Glu Thr Leu Gly Asn Leu Asp Pro Ala Gly Glu Phe Val Val Ser 
10 110 us 120 

acc cgt gtc cgc tgc ggt cgc tec atg gaa ggc tac cca ttc aac ccc 435 
Thr Arg Val Arg Cys Gly Arg Ser Met Glu Gly Tyr Pro Phe Asn Pro 
12 5 130 135 



15 



20 



tgc tta aca gag gec caa tac aag gaa atg gaa gag aaa gtc tec tec 483 
Cys Leu Thr Glu Ala Gin Tyr Lys Glu Met Glu Glu Lys Val Ser Ser 
140 145 150 

aca etc tec ggc etc gag ggt gaa ctg aaa ggc acc ttt ttc cca etc 531 
25 Thr Leu Ser Gly Leu Glu Gly Glu Leu Lys Gly Thr Phe Phe Pro Leu 
155 160 165 



30 



aca ggc atg tec aag gag act caa caa cag ttg att gat gac cac ttc 579 
Thr Gly Met Ser Lys Glu Thr Gin Gin Gin Leu He Asp Asp His Phe 
170 175 180 185 

35 ctg ttc aag gag ggt gat cgc ttc etc cag gec get aac get tgc cgc 627 
Leu Phe Lys Glu Gly Asp Arg Phe Leu Gin Ala Ala Asn Ala Cys Arg 
190 195 200 

ttc tgg ccc tec ggt cgt ggc ate tac cac aat gag aac aag act ttc 675 
Phe Trp Pro Ser Gly Arg Gly He Tyr His Asn Glu Asn Lys Thr Phe 
205 210 215 

ctg gta tgg tgc aat gag gag gac cac etc cgt ctg ate tec atg caa 723 
Leu Val Trp Cys Asn Glu Glu Asp His Leu Arg Leu lie Ser Met Gin 
220 225 230 

atg ggc ggc gac ctg aag cag gtg tac aag agg ctg gtg agg gga gtg 771 
Met Gly Gly Asp Leu Lys Gin Val Tyr Lys Arg Leu Val Arg Gly Val 
2 35 240 245 

aac gac ate gcg aag agg ate cca ttc teg cac aac gag egg ctg ggc 819 
Asn Asp He Ala Lys Arg Xle Pro Phe Ser His Asn Glu Arg Leu Gly 
250 255 260 265 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



ttc ctg act ttc tgc ccc acc aac ctg ggc aca acg gtg cgc gca teg 
Phe Leu Thr Phe Cys Pro Thr Asn Leu Gly Thr Thr Val Arg Ala Ser 



867 
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270 275 280 

gtg cac ate aag ctg ccc aag ctg gcg gec gac aag gec aag ctg gag 915 
Val His He Lys Leu Pro Lys Leu Ala Ala Asp Lys Ala Lys Leu Glu 
285 290 295 

gag gtg gec age aag tac cac ctg cag gtg cgc ggc acc cgc ggc gag 963 
Glu Val Ala Ser Lys Tyr His Leu Gin Val Arg Gly Thr Arg Gly Glu 
300 305 310 

cac acg gag gec gag ggc ggc gtc tac gac ate tec aac aag agg cgc 1011 
His Thr Glu Ala Glu Gly Gly Val Tyr Asp He Ser Asn Lys Arg Arg 
315 320 325 

atg gga etc acc gag tac gaa gec gtc aag gag atg tac gac ggc ate 1059 
Met Gly Leu Thr Glu Tyr Glu Ala Val Lys Glu Met Tyr Asp Gly He 
330 335 340 345 

get gaa ctg ate aaa ate gag aaa tec ctg taagatgttt aacgatctcg 1109 
Ala Glu Leu He Lys He Glu Lys Ser Leu 
350 355 



10 



15 



20 



25 



30 



cgctatcagt attttttgta ttatttatcg ttttcacata agtattggat gtgaaggggc 1169 

gagggegaca etagtcageg gecttgageg gggcegggea cgcgggcggc ccactatact 1229 35 

gtttcgtaaa agtattgtct ataaggaaat ggaaaataaa gacagctagc gttaagacaa 1289 
aaaaa 1294 



40 



<210> 2 

<211> 355 

<2l2> PRT 

<213> Plodia interpunctella 

<400> 2 

Met Val Asp Ala Ala Thr Leu Glu Lys Leu Glu Ala Gly Phe Ser Lys 
1 5 10 15 

Leu Ala Ala Ser Asp Ser Lys Ser Leu Leu Lys Lys Tyr Leu Thr Arg 
20 25 30 

Glu Val Phe Asp Ala Leu Lys Asn Lys Lys Thr Ser Phe Gly Ser Thr 
35 40 45 

Leu Leu Asp Ser He Gin Ser Gly Val Glu Asn Leu Kis Ser Gly Val 65 
50 55 60 



45 



50 



55 



60 
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Gly lie Tyr Ala Pro Asp Ala Glu Ala Tyr Val Val Phe Ala' Asp Leu 
65 7 ° 75 80 

5 

Phe Asp Pro lie lie Glu Asp Tyr His Asn Gly Phe Lys Lys Thr Asp 
85 90 95 

10 Lys His Pro Pro Lys Asn Trp Gly Asp Val Glu Thr Leu Gly Asn Leu 
100 105 no 

is Asp Pro Ala Gly Glu Phe Val Val Ser Thr Arg Val Arg Cys Gly Arg 
115 120 125 

Ser Met Glu Gly Tyr Pro Phe Asn Pro Cys Leu Thr Glu Ala Gin Tyr 
20 130 135 14Q 



Lys Glu Met Glu Glu Lys Val Ser Ser Thr Leu Ser Gly Leu Glu Gly 

25 U5 150 1" ' 160 

Glu Leu Lys Gly Thr Phe Phe Pro Leu Thr Gly Met Ser Lys Glu Thr 



165 



170 



175 



30 



Gin Gin Gin Leu lie Asp Asp His Phe Leu Phe Lys Glu Gly Asp Arg 



180 



185 



190 



35 Phe Leu Gin Ala Ala Asn Ala Cys Arg Phe Trp Pro Ser Gly Arg Gly 
195 200 



205 



40 



45 



50 



He Tyr His Asn Glu Asn Lys Thr Phe Leu Val Trp Cys Asn Glu 



210 



Glu 



215 220 
Asp His Leu Arg Leu He Ser Met Gin Met Gly Gly Asp Leu Lys Gin 



225 



230 



235 2 4 0 
Val Tyr Lys Arg Leu Val Arg Gly Val Asn Asp He Ala Lys Arg He 



245 



250 255 
Pro Phe Ser His Asn Glu Arg Leu Gly Phe Leu Thr Phe Cys Pro Thr 



260 



265 270 
* Asn Leu Gly Thr Thr Val Arg Ala Ser Val His He Lys Leu Pro Lys 



275 



280 285 
^ Leu Ala Ala Asp Lys Ala Lys Leu Glu Glu Val Ala Ser Lys Tyr His 



290 



295 



300 



65 



Leu Gin Val Arg Gly Thr Arg Gly Glu His Thr Glu Ala Glu Gly Gly 



310 



315 



320 
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Val Tyr Asp He Ser Asn Lys Arg Arg Met Gly Leu Thr Glu Tyr Glu 
325 330 335 

Ala Val Lys Glu Met Tyr Asp Gly He Ala Glu Leu He Lys He Glu 
340 345 350 



Lys Ser Leu 
355 



10 



<210> 3 
<211> 1092 
<212> ONA 

<213> Plodia interpunctella 

<220> 

<221> CDS 

<222> (31) (885) 



<400> 3 

acaggacagt agacacacaa agccaccacc atg gac gcg ate aag aag aag atg 54 30 

Met Asp Ala He Lys Lys Lys Met 
1 5 

cag gcg atg aag ctg gag aag gac aac get ttg gac cgc get gec atg 102 35 
Gin Ala Met Lys Leu Glu Lys Asp Asn Ala Leu Asp Arg Ala Ala Met 
10 15 20 

tgc gag cag cag gec aag gac gec aac etc cgt get gag aag gec gag 150 
Cys Glu Gin Gin Ala Lys Asp Ala Asn Leu Arg Ala Glu Lys Ala Glu 
25 30 35 40 

45 

gag gag gec aga caa ttg cag aag aag ate cag acg att gag aac gat 198 
Glu Glu Ala Arg Gin Leu Gin Lys Lys He Gin Thr He Glu Asn Asp 
45 50 55 



40 



ctg gac cag acg cag gag gcg etc atg cag gtc aac gec aag ctg gaa 24 6 
Leu Asp Gin Thr Gin Glu Ala Leu Met Gin Val Asn Ala Lys Leu Glu 
60 65 70 

gag aaa gag aaa get ctt cag aac get gag tec gaa gtc get gec etc 294 
Glu Lys Glu Lys Ala Leu Gin Asn Ala Glu Ser Glu Val Ala Ala Leu 
7 5 80 85 



50 



55 



60 



aac cga cgt ate caa ctg ctg gaa gag gac etc gag agg tec gag gag 342 
Asn Arg Arg He Gin Leu Leu Glu Glu Asp Leu Glu Arg Ser Glu Glu 

65 
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90 95 ioo 

cgc etc gec acc gec aca gec aaa ctg tec gaa gec age cag get gee 

Arg Leu Ala Thr Ala Thr Ala Lys Leu Ser Glu Ala Ser Gin Ala Ala 

105 U0 115 120 



10 



15 



20 



25 



gat gaa gag cgt atg gac get ttg gag aac cag ctg aag gaa gec agg 
Asp Glu Glu Arg Met Asp Ala Leu Glu Asn Gin Leu Lys Glu Ala Arg 
14 ° 145 150 

ttc ctt get gag gaa gec gac aag aaa tac gat gag gtt get cgt aag 
Phe Leu Ala Glu Glu Ala Asp Lys Lys Tyr Asp Glu Val Ala Arg Lya 
155 160 i 65 



ctg gec atg gtt gag get gac ctg gag cgc gcg gag gag cgt gec gaa 
Leu Ala Met Val Glu Ala Asp Leu Glu Arg Ala Glu Glu Arg Ala Glu 
30 170 175 180 

tec ggc gaa tec aaa ate gtc gag ctt gag gaa gaa ctg cgc gtg gtt 
Ser Gly Glu Ser Lys He Val Glu Leu Glu Glu Glu Leu Arg Val Val 
35 185 "0 195 200 

ggc aac aac ttg aaa tec ctg gaa gtc tec gag gag aag gec aac caa 
w Gly Asn Asn Leu Lys Ser Leu Glu Val Ser Glu Glu Lys Ala Asn Gin 
205 210 2 i5 

cgt gag gag gag tac aaa aat cag ate aaa acc etc acc acc cgc eta 
4s Arg Glu Glu Glu Tyr Lys Asn Gin lie Lys Thr Leu Thr Thr Arg Leu 
220 225 23 o 



50 



$j ctg caa aag gag gtc gac agg ctt gaa gac gaa ctg gtg get gag aag 
Leu Gin Lys Glu Val Asp Arg Leu Glu Asp Glu Leu Val Ala Glu Lys 
250 255 260 



390 



gat gag teg gaa cgt gec cgc aag gtg etc gag aac agg tea ttg get 438 
Asp Glu Ser Glu Arg Ala Arg Lys Val Leu Glu Asn Arg Ser Leu Ala 
125 130 135 



60 



486 



534 



582 



630 



678 



726 



aag gag get gag gee cgc get gag ttc gec gag cgt tec gtg cag aaa 774 
Lys Glu Ala Glu Ala Arg Ala Glu Phe Ala Glu Arg Ser Val Gin Lys 
235 24 0 245 



822 



gag aaa tac aaa gat att ggt gac gac ctg gac acc ccc ttc gtc gag 870 

Glu Lys Tyr Lys Asp He Gly Asp Asp Leu Asp Thr Pro Phe Val Glu 
265 27 ° 275 280 

« etc ate etc aag gaa taaactcctc acgttggtca cctgggcctg tcccatgcgg 925 

Leu He Leu Lys Glu 
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285 



ggcagaccca cgggtcattc caagacgcgg ctcttccgcc agcgattcaa catctgtaca 985 
gatgttatat tcattttata ctcatttaaa atatttaaat ctatagtttt atggcggtat 1045 
ttattttcga gtaatataat aaataattta ttacttattt aaaaaaa 1092 



<210> 4 
<211> 285 
<212> PRT 

<213> Plodia interpunctella 
<400> 4 

Met Asp Ala He Lys Lys Lys Met Gin Ala Met Lys Leu Glu Lys Asp 
15 10 15 

Asn Ala Leu Asp Arg Ala Ala Met Cys Glu Gin Gin Ala Lys Asp Ala 
20 . 25 30 

Asn Leu Arg Ala Glu Lys Ala Glu Glu Glu Ala Arg Gin Leu Gin Lys 
35 4 o 45 

Lys He Gin Thr He Glu Asn Asp Leu Asp Gin Thr Gin Glu Ala Leu 
50 55 60 

Met Gin Val Asn Ala Lys Leu Glu Glu Lys Glu Lys Ala Leu Gin Asn 
65 70 75 eo 

Ala Glu Ser Glu Val Ala Ala Leu Asn Arg Arg lie Gin Leu Leu Glu 
85 90 95 

Glu Asp Leu Glu Arg Ser Glu Glu Arg Leu Ala Thr Ala Thr Ala Lys 
"0 105 no 

Leu Ser Glu Ala Ser Gin Ala Ala Asp Glu Ser Glu Arg Ala Arg Lys 
113 120 125 

Val Leu Glu Asn Arg Ser Leu Ala Asp Glu Glu Arg Met Asp Ala Leu 
130 135 i 4 o 

Glu Asn Gin Leu Lys Glu Ala Arg Phe Leu Ala Glu Glu Ala Asp Lys 



145 150 155 



160 



Lys Tyr Asp Glu Val Ala Arg Lys Leu Ala Met Val Glu Ala Asp Leu 
165 no 175 
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Glu Arg Ala Glu Glu Arg Ala Glu Ser Gly Glu Ser Lys He Val Glu 
180 185 190 

Leu Glu Glu Glu Leu Arg Val Val Gly Asn Asn Leu Lys Ser Leu Glu 
195 200 205 

l0 Val Ser Glu Glu Lys Ala Asn Gin Arg Glu Glu Glu Tyr Lys Asn Gin 
210 215 220 

He Lys Thr Leu Thr Thr Arg Leu Lys Glu Ala Glu Ala Arg Ala Glu 
15 225 230 235 ^ 240 

Phe Ala Glu Arg Ser Val Gin Lys Leu Gin Lys Glu Val Asp Arg Leu 
20 245 2 50 255 

Glu Asp Glu Leu Val Ala Glu Lys Glu Lys Tyr Lys Asp He Gly Asp 
260 265 " 270 

25 

Asp Leu Asp Thr Pro Phe Val Glu Leu He Leu Lys Glu 
275 280 285 

30 



<210> 5 
<211> 2230 

35 

<212> DNA 



<213> Plodia interpunctella 

40 <220> 

<221> CDS 

<222> (13).. (2127) 

« <4O0> 5 

ggtgggtgga eg atg aag act gtc ctg ate tta get ggc etc gtg gee ctg 51 

Met Lys Thr Val Leu He Leu Ala Gly Leu Val Ala Leu 
so 1 5 10 

gec gcg ggc aac acc ttc ccg gta ttc aga tat gac cac gtc gaa act 99 
Ala Ala Gly Asn Thr Phe Pro Val Phe Arg Tyr Asp His Val Glu Thr 
55 15 20 25 

aga aaa ttg gaa gga gac ctt tta cag tac cag teg aaa ttt ctg tct 147 
Arg Lys Leu Glu Gly Asp Leu Leu Gin Tyr Gin Ser Lys Phe Leu Ser 
* 30 35 40 45 

ctt ctt gag aat gtg aga cag att gac tac gaa gcg gag tac tac aaa 195 
^ Leu Leu Glu Asn Val Arg Gin He Asp Tyr Glu Ala Glu Tyr Tyr Ly 3 
50 55 60 
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gtt ggc aag ggt tac gac ate gta gec age ata gag aac tat tct gac 243 
Val Gly Lys Gly Tyr Asp lie Val Ala Ser He Glu Asn Tyr Ser Asp 
65 70 75 

caa gat gca gtc agg gcg ttt get ggt ctt cga gaa att ggt ttc atg 291 
Gin Asp Ala Val Arg Ala Phe Ala Gly Leu Arg Glu lie Gly Phe Met 
80 85 go 



10 

339 



ccc aaa get tac aca ttc tec att ttc tac gae agg cag aga gaa gaa 
Pro Lys Ala Tyr Thr Phe Ser He Phe Tyr Asp Arg Gin Arg Glu Glu 

95 100 105 is 

get aag att att tat gac ttg ttc. tac age get aaa gat ttg gac act 387 

Ala Lys He He Tyr Asp Leu Phe Tyr Ser Ala Lys Asp Leu Asp Thr 

HO 115 120 i 25 20 

ttc tac aag act gta gee tac ggc cga ate tat ttc aac gag tat cag 435 
Phe Tyr Lys Thr Val Ala Tyr Gly Arg lie Tyr Phe Asn Glu Tyr Gin 
130 135 uo 



25 



ttc atg tat get ttc tat get gcg att att cag cgc tct gat acc aca 483 
Phe Met Tyr Ala Phe Tyr Ala Ala He He Gin Arg Sar Asp Thr Thr *> 
145 150 155 



gga ate gtc tta cca get cca tat gaa ctg tat cct gaa tat ttc ttg 531 
Gly He Val Leu Pro Ala Pro Tyr Glu Leu Tyr Pro Glu Tyr Phe Leu 35 
I 60 X65 170 



aac atg tat acg ate caa aga atg tac cga aca cag atg caa agt ggt 
Asn Met Tyr Thr He Gin Arg Met Tyr Arg Thr Gin Met Gin Ser Gly 
175 180 185 



579 



40 



ata ttc aat gag gaa gtt get agt aac tat ggt ate tgg aag atg gat 627 « 
He Phe Asn Glu Glu Val Ala Ser Asn Tyr Gly He Trp Lys Met Asp 
190 195 200 205 



aat aac tac tat tat tac tac aac tac tct aat ccc ttg acg tac aga 
Asn Asn Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Asn Tyr Ser Asn Pro Leu Thr Tyr Arg 
210 215 220 



675 



aat cag gag tac aga ttg tct tat ttg aca gaa gac ata ggc tgg aac 723 
Asn Gin Glu Tyr Arg Leu Ser Tyr Leu Thr Glu Asp He Gly Trp Asn 
225 230 235 



tct tac tat tac tac ttc cac aat ctt atg cct ttc tgg ggc aaa ggc 771 
Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Phe His Asn Leu Met Pro Phe Trp Gly Lys Gly 
240 245 250 



60 



65 
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gag gac ttt att ggt ate ttc aag gaa cgc cgt gga gaa ttc tac tac 819 
Glu Asp Phe He Gly He Phe Lys Glu Arg Arg Gly Glu Phe Tyr Tyr 
255 , 260 265 



tac ttc tat cag caa etc ttg tct cgt tac tac ctt gag cgt ttg agt 
Tyr Phe Tyr Gin Gin Leu Leu Ser Arg Tyr Tyr Leu Glu Arg Leu Ser 
10 270 275 280 285 



caa cgt ccc aac tat tat tac atg gga act gaa gaa aat gtt gac tac 
2s Gin Arg Pro Asn Tyr Tyr Tyr Met Gly Thr Glu Glu Asn Val Asp Tyr 
320 325 330 



m aag tea ata aac ttt gtt ggc aac ttt tgg caa gga aac ccg gac ctg 
Lys Ser He Asn Phe Val Gly Asn Phe Trp Gin Gly Asn Pro Asp Leu 
370 375 380 



5S 



60 



gaa ttc gtg ccg tct get ctg gac ttc tac cag act tea ctt cgt gat 
Glu Phe Val Pro Ser Ala Leu Asp Phe Tyr Gin Thr Ser Leu Arg Asp 
415 420 4 25 



867 



aat ggc ttg gga gaa att cca gat ttc tct tgg tac caa cct ctg agg 915 
Asn Gly Leu Gly Glu He Pro Asp Phe Ser Trp Tyr Gin Pro Leu Arg 
15 290 295 300 

agt ggt tac tat cca get ata tat acg age tea gee tat ccg ttt get 963 
^ Ser Gly Tyr Tyr Pro Ala He Tyr Thr Ser Ser Ala Tyr Pro Phe Ala 
305 310 315 



1011 



ate caa ttc ctt gat get cag gaa aag age ttt gtg caa ttt ctg cag 1059 
He Gin Phe Leu Asp Ala Gin Glu Lys Ser Phe Val Gin Phe Leu Gin 
335 340 34S 



3j att ggc cag ttt aag goa ttt aaa caa gat gta gac ttc cgc aac tec 1107 
He Gly Gin Phe Lys Ala Phe Lys Gin Asp Val Asp Phe Arg Asn Ser 
350 355 360 365 



1155 



tac gat aag tac gga agg gaa gta aac tat gac gac tec tac gaa ate 1203 
Tyr Asp Lys Tyr Gly Arg Glu Val Asn Tyr Asp Asp Ser Tyr Glu He 
385 390 

ate get cgc cgc gtg ctt ggt get get cct ccg acc tec gac aat tac 1251 
He Ala Arg Arg Val Leu Gly Ala Ala Pro Pro Thr Ser Asp Asn Tyr 
400 405 410 



1299 



ccc gec ttc tac atg etc tat aac aag ate atg age tac att gta cag 1347 
Pro Ala Phe Tyr Met Leu Tyr Asn Lys He Met Ser Tyr He Val Gin 
a 430 435 440 445 
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tac aag gaa tgg ttg gag ccc tat gat caa gag gta ctt cac tac tec 1395 
Tyr Lys Glu Trp Leu Glu Pro Tyr Asp Gin Glu Val Leu His Tyr Ser 
450 455 460 

ggt gtc aag ate aat gac gtc agt gtt ggt aac ttg act acc ttc .ttc 144 3 

Gly Val Lys He Asn Asp Val Ser Val Gly Asn Leu Thr Thr Phe Phe 

465 470 475 



10 



gag tac tat gac ttc aac gec acc aat gca gtt ttc tta agt gac caa 14 91 
Glu Tyr Tyr Asp Phe Asn Ala Thr Asn Ala Val Phe Leu Ser Asp Gin 

480 485 490 15 

gag att caa caa caa tat tct tea ttc ate gta cgt caa ccg cgt ttg 1539 
Glu He Gin Gin Gin Tyr Ser Ser Phe He Val Arg Gin Pro Arg Leu 

495 500 505 20 

aac cac gaa cct ttc tec gtg acc ate gat gtt aag tct gac gtt gag 1587 
Asn His Glu Pro Phe Ser Val Thr He Asp Val Lys Ser Asp Val Glu 
510 515 520 525 



25 



gcg gaa gcg tac ttc aag ate ttt gtt ggt cct aaa tat gat gga gaa 1635 
Ala Glu Ala Tyr Phe Lys He Phe Val Gly Pro Lys Tyr Asp Gly Glu 
530 535 540 



ggt 



cgc cct ctt age ttg gaa gat aac tgg atg aac ttc gtg gaa ttg 1683 



Gly Arg Pro Leu Ser Leu Glu Asp Asn Trp Met Asn Phe Val Glu Leu 
545 550 555 



35 



gac tgg ttc acc cac aaa ttg acg tea gga cag aac aag gtt gag cgc 17 31 40 
Asp Trp Phe Thr His Lys Leu Thr Ser Gly Gin Asn Lys Val Glu Arg 
560 565 570 

aaa tct gag gaa ttc ttc ttc ttt aaa gag gac tec gtc tea atg tct 1779 « 
Lys Ser Glu Glu Phe Phe Phe Phe Lys Glu Asp Ser Val Ser Met Ser 
575 580 585 

aag ate tat gaa etc ctg aaa cag ggc cag gta cct gaa age atg tec 1827 50 
Lys He Tyr Glu Leu Leu Lys Gin Gly Gin Val Pro Glu Ser Met Ser 
590 595 600 605 

gaa gac tac gac tct atg cca age aga ctg atg ttg ccc aga ggc act 1875 
Glu Asp Tyr Asp Ser Met Pro Ser Arg Leu Met Leu Pro Arg Gly Thr 
610 615 620 

60 

ccg ggt ggt ttc cct gta cag ttc ttc gtc ttc' gtg tac cca tac caa 1923 
Pro Gly Gly Phe Pro Val Gin Phe Phe Val Phe Val Tyr Pro Tyr Gin 
625 630 635 

65 
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get etc age aaa gac eta gag get atg aag aat ate ate ctt gac aac 1971 
Ala Leu Ser Lys Asp Leu Glu Ala Met Lys Asn He He Leu Asp Asn 
640 645 650 



15 



aaa 


cct 


ttg 


ggc 


tat 


cca 


ttt 


gac 


cgt cct gtc 


gag tac 


ccg 


tat 


etc 


2019 


Lys 


Pro 


Leu 


Gly 


Tyr 


Pro 


Phe 


Asp 


Arg Pro Val 


Glu Tyr 


Pro 


Tyr 


Leu 






655 










660 






665 








ttc 


tta 


caa 


cct 


aat 


atg 


tac 


ttt 


gaa gac gtc 


aat ate 


tac 


cac 


aga 


> 

2067 


Phe 


Leu 


Gin 


Pro 


Asn 


Met 


Tyr 


Phe 


Glu Asp Val 


Asn He 


Tyr 


His 


Arg 




670 










675 






680 








685 




ggc 


cct 


caa 


tac 


ccc 


tgg 


tgg 


agt 


aat ggc caa 


ttc cgt 


ctg 


aat 


gaa 


2115 


Gly 


Pro 


Gin 


Tyr 


Pro 


Trp 


Trp 


Ser 


Asn Gly Gin 


Phe Arg 


Leu 


Asn 


Glu 












690 








695 






700 







gta cct aga caa taaaggagag agaaagagtt cttgaaccaa aacatttaaa 2167 
25 Val Pro Arg Gin 
705 

gctagtagaa cactatagtc acaataaaat aaaaattttt atagtaaaaa aaaaaaaaaa 2227 
aaa 2230 

35 

<210> 6 
<211> 705 
<212> PRT 
40 <213> Plodia interpunctella 

<400> 6 

Met Lys Thr Val Leu He Leu Ala Gly Leu Val Ala Leu Ala Ala Gly 

10 15 



45 1 5 



Asn Thr Phe Pro Val Phe Arg Tyr Asp His Val Glu Thr Arg Lys Leu 
so 20 25 30 

Glu Gly Asp Leu Leu Gin Tyr Gin Ser Lys Phe Leu Ser Leu Leu Glu 
35 40 45 

55 

Asn Val Arg Gin He Asp Tyr Glu Ala Glu Tyr Tyr Lys Val Gly Lys 
50 55 60 

«> Gly Tyr Asp He Val Ala Ser Ue Glu Asn Tyr Ser Asp Gin Asp Ala 
65 70 75 80 

^ Val Arg Ala Phe Ala Gly Leu Arg Glu He Gly Phe Met Pro Lys Ala 
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85 90 95 

Tyr Thr Phe Ser lie Phe Tyr Asp Arg Gin Arg Glu Glu Ala Lys lie 
100 ios no 

He Tyr Asp Leu Phe Tyr Ser Ala Lys Asp Leu Asp Thr Phe Tyr Lys 
115 120 125 

Thr Val Ala Tyr Gly Arg He Tyr Phe Asn Glu Tyr Gin Phe Met Tyr 
130 135 140 

Ala Phe Tyr Ala Ala He He Gin Arg Ser Asp Thr Thr Gly He Val 
145 150 155 X60 

Leu Pro Ala Pro Tyr Glu Leu Tyr Pro Glu Tyr Phe Leu Asn Met Tyr 
165 no 175 

Thr He Gin Arg Met Tyr Arg Thr Gin Met Gin Ser Gly He Phe Asn 
180 185 190 

Glu Glu Val Ala Ser Asn Tyr Gly He Trp Lys Met Asp Asn Asn Tyr 
195 200 205 

Tyr Tyr Tyr Tyr Asn Tyr Ser Asn Pro Leu Thr Tyr Arg Asn Gin Glu 
210 215 220 



Tyr Arg Leu Ser Tyr Leu Thr Glu Asp He Gly Trp Asn Ser Tyr Tyr 
225 230 235 240 



Tyr Tyr Phe His Asn Leu Met Pro Phe Trp Gly Lys Gly Glu Asp 
245 250 255 



Phe 



He Gly He Phe Lys Glu Arg Arg Gly Glu Phe Tyr Tyr Tyr Phe Tvr 
260 265 270 



Gin Gin Leu Leu Ser Arg Tyr Tyr Leu Glu Arg Leu Ser Asn Gly Leu 
275 280 



285 



Gly Glu He Pro Asp Phe Ser Trp Tyr Gin Pro Leu Arg Ser Gly Tyr 



290 



29S 



300 



Tyr Pro Ala He Tyr Thr. Ser Ser Ala Tyr Pro Phe Ala Gin Arg Pro 
305 31 ° 315 320 

Asn Tyr Tyr Tyr Met Gly Thr Glu Glu Asn Val Asp Tyr He Gin Phe 
325 330 335 

Leu Asp Ala Gin Glu Lys Ser Phe Val Gin Phe Leu Gin He Gly Gin 
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345 350 



Phe Lys Ala Phe Lys Gin Asp Val Asp Phe Arg Asn Ser Lys Ser He 
355 360 365 

Asn Phe Val Gly Asn Phe Trp Gin Gly Asn Pro Asp Leu Tyr Asp Lys 



10 



370 



375 



380 



Tyr Gly Arg Glu VaZ Asn Tyr Asp Asp Ser Tyr Glu He He Ala Arg 
385 390 395 400 

Arg Val Leu Gly Ala Ala Pro ?ro Thr Ser Asp Asn Tyr Glu Phe Val 
405 410 415 

Pro Ser Ala Leu Asp Phe Tyr Gin Thr Ser Leu Arg Asp Pro Ala Phe 
420 425 430 



25 Tyr Met Leu Tyr Asn Lys He Met Ser Tyr He Val Gin Tyr Lys Glu 
435 440 445 



15 



20 



30 



35 



40 



Trp Leu Glu Pro Tyr Asp Gin Glu Val Leu His Tyr Ser Gly Val Lys 



450 



455 



4 60 



lie Asn Asp Val Ser Val Gly Asn Leu Thr Thr Phe Phe Glu Tyr Tyr 
465 470 475 480 

As £ Phe Asn Ala Thr Asn Ala Val Phe Leu Ser Asp Gin Glu He Gin 
485 490 495 

Gin Gin Tyr Ser Ser Phe He Val Arg Gin Pro Arg Leu Asn His Glu 
500 505 510 



45 Pro Phe Ser Val Thr He Asp Val Lys Ser Asp Val Glu Ala Glu Ala 
515 520 525 

w Tyr Phe Lys He Phe Val Gly Pro Lys Tyr Asp Gly Glu Gly Arg Pro 
530 535 540 

Leu Ser Leu Glu Asp Asn Trp Met Asn Phe Val Glu Leu Asp Trp Phe 

55 545 sso 555 * 56Q 

Thr His Lys Leu Thr Ser Gly Gin Asn Lys Val Glu Arg Lys Ser Glu 
565 570 575 



60 



65 



Glu Phe Phe Phe Phe Lys Glu Asp Ser Val Ser Met Ser Lys He Tyr 
580 585 590 

Glu Leu Leu Lys Gin Gly Gin Val Pro Glu Ser Met Ser Glu Asp Tyr 
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600 605 



Asp Ser Met Pro Ser Arg Leu Met 
610 615 

Phe Pro Val Gin Phe Phe Val Phe 
625 630 

Lys Asp Leu Glu Ala Met Lys Asn 
645 

Gly Tyr Pro Phe Asp Arg Pro Val 
660 

Pro Asn Met Tyr Phe Glu Asp Val 
675 680 

Tyr Pro Trp Trp Ser Asn Gly Gin 
690 695 

Gin 
705 



Leu Pro Arg Gly Thr Pro Gly Gly 
620 

Val Tyr Pro Tyr Gin Ala Leu Ser 

635 640 

lie lie Leu Asp Asn Lys Pro Leu 
650 655 

Glu Tyr Pro Tyr Leu Phe Leu Gin 
665 670 

Asn lie Tyr His Arg Gly Pro Gin 
685 

Phe Arg Leu Asn Glu Val Pro Arg 
700 



<210> 7 
<211> 1076 
<212> DMA 

<213> Plodia interpunctella 

<220> 

<221> CDS 

<222> (73).. (834) 

<400> 7 

taactgttat tgctcagtga taatagatta gttattatat tgtcaagaag ctgatacgtt 60 

tgcaaaatca tc atg aat ttc gcc ggt aaa gtt gta att gta acc ggt get 111 
Met Asn Phe Ala Gly Lys Val Val He Val Thr Gly Ala 
1 5 10 

age tec ggt att gga gca get aca get gtg ttc eta teg aaa eta ggc 159 
Ser Ser Gly He Gly Ala Ala Thr Ala Val Phe Leu Ser Lys Leu Gly 
15 20 25 < 

get aag ctt tct ctg acg gga cgt aac gtc gag aat ctt aag aaa gtt 207 
Ala Lys Leu Ser Leu Thr Gly Arg Asn Val Glu Asn Leu Lys Lys Val 
30 35 40 ** J 45 
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10 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



agt cag gat tgc gaa aaa tec acc cag aca cac tac ate gec gec gac 255 

Ser Gin Asp Cys Glu Lys Ser Thr Gin Thr His Tyr He Ala Ala Asp 

50 55 60 

tta acc aaa gaa aaa gat att gaa aat ate gtt aaa age acc att gat 303 

Leu Thr Lys Glu Lys Asp He Glu Asn He Val Lys Ser Thr He Asp 

65 70 75 



aaa tac ggc caa ctt gac gtc ctg gtc aat aat get ggc att ctt gag 351 
Lys Tyr Gly Gin Leu Asp Val Leu Val Asn Asn Ala Gly He Leu Glu 
15 80 85 90 



act ggt tec ate gaa aac aca teg tta gec cag tac gac agg tta atg 399 
Thr Gly Ser He Glu Asn Thr Ser Leu Ala Gin Tyr Asp Arg Leu Met 
95 100 105 

aat aca aat gtg cgc tea att tat tac tta acc atg ctg gca gtc cca 447 
Asn Thr Asn Val Arg Ser He Tyr Tyr Leu Thr Met Leu Ala Val Pro 
110 U5 120 125 

cac ctt etc aaa acc aaa ggt aac att gtg aat gta tct agt gtc aat 495 
His Leu Leu Lys Thr Lys Gly Asn He Val Asn Val Ser Ser Val Asn 
130 135 140 

ggg ate agg tct ttc cct ggt gta ctg get tac aat gtt teg aag tea 543 
Gly He Arg Ser Phe Pro Gly Val Leu Ala Tyr Asn Val Ser Lys Ser 
145 150 155 

get gta gat cag ttt aca aga tgt gtt gca ctt gaa ttg gee ccg aaa 591 
Ala Val Asp Gin Phe Thr Arg Cys Val Ala Leu Glu Leu Ala Pro Lys 
160 165 170 

ggg gta cga gtt aat tgt gtg aat cca gga gtc att ttg aca gaa ctg 639 
Gly Val Arg Val Asn Cys Val Asn Pro Gly Val He Leu Thr Glu Leu 
175 180 185 

cag aag cgt ggg ggt ttg aac gac cag cag tat gca gca ttt ctg gag 687 
Gin Lys Arg Gly Gly Leu Asn Asp Gin Gin Tyr Ala Ala Phe Leu Glu 
190 195 200 205 

aga acc aag gag aca cat gec ttg ggc egg ccg gga aaa ccg gag gag 735 
Arg Thr Lys Glu Thr His Ala Leu Gly Arg Pro Gly Lys Pro Glu Glu 
210 215 220 

gtt gca get act att get ttc ttg gee agt gaa tta gca age aat ate 783 
Val Ala Ala Thr He Ala Phe Leu Ala Ser Glu Leu Ala Ser Asn He 
225 230 235 
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act gga gcc agt gtg cct gta gac ggt ggt cgc cat gcc atg tgt cca 831 
Thr Gly Ala Ser Val Pro Val Asp Gly Gly Arg His AXa Met Cys Pro 
240 245 250 

cga taattttttt aataaaatac atgttaattt tttttttact atttacaatt 884 
Arg 

tttcaatcca agcattttac aatgatcaaa gtgtctaaaa ccttttgaat attgtacaat 944 
aaaattttta tatattatag attaagtaaa aacgttcata tacctataat ttgtgtcata 1004 
tggatgtcca tgtgttcata tattttgtta taaccttgtt attttaaaat aaaaacaaat 1064 
aataaaaaaa aa 1076 



<210> 8 
<211> 254 
<212> PRT 

<213> Plodia interpunctella 
<400> 8 

Met Asn Phe Ala Gly Lys Val Val He Val Thr Gly Ala Ser Ser Gly 
1 5 10 is 

He Gly Ala Ala Thr Ala Val Phe Leu Ser Lys Leu Gly Ala Lys Leu 
20 25 30 

Ser Leu Thr Gly Arg Asn Val Glu Asn Leu Lys Lys Val Ser Gin Asp 
35 40 45 

Cys Glu Lys Ser Thr Gin Thr His Tyr lie Ala Ala Asp Leu Thr Lys 
50 55 60 

Glu Lys Asp He Glu Asn He Val Lys Ser Thr He Asp Lys Tyr Gly 
65 70 75 80 

Gin Leu Asp Val Leu Val Asn Asn Ala Gly He Leu Glu Thr Gly Ser 
85 90 95 

He Glu Asn Thr Ser Leu Ala Gin Tyr Asp Arg Leu Met Asn Thr Asn 
100 105 no 

Val Arg Ser He Tyr Tyr Leu Thr Met Leu Ala Val Pro His Leu Leu 
115 120 125 

Lys Thr Lys Gly Asn He Val Asn Val Ser Ser Val Asn Gly He Arg 
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130 .135 140 

Ser Phe Pro Gly Val Leu Ala Tyr Asn Val Ser Lys Ser Ala Val Asp 
145 150 155 i 60 

Gin Phe Thr Arg Cys Val Ala Leu Glu Leu Ala Pro Lys Gly Val Arg 
165 170 175 

Val Asn Cys Val Asn Pro Gly Val He Leu Thr Glu Leu Gin Lys Arg 
180 185 190 

Gly Gly Leu Asn Asp Gin Gin Tyr Ala Ala Phe Leu Glu Arg Thr Lys 

200 205 

Glu Thr His Ala Leu Gly Arg Pro Gly Lys Pro Glu Glu Val Ala Ala 
21° 215 220 

Thr lie Ala Phe Leu Ala Ser Glu Leu Ala Ser Asn He Thr Gly Ala 
225 230 235 240 

Ser Val Pro Val Asp Gly Gly Arg His Ala Met Cys Pro Arg 
245 250 

Patentanspriiche 

1. NukleinsSure, kodiercnd fOr tin aUeigencs Polypeptide umfassend 

(a) tine ckrin SEQ ID No. 1, 3, 5 oder 7 dargestellten Sequenzen oder ein Fragment davon, welches fflr eine 
allergeoe Detenranaiite davon kodiert, 

(b) eine von einer Sequenz gemafi (a) auf Grand der Degeneration des genetiscben Codes abweichende Se- 
quenz, 

(c) eine Sequenz mit einer Identitat > 80% zu einer der Sequenzen von (a) oder/und (b) oder 

bridfei^t. Ue " Z ' ^ einerder Se ^ uenzen S*™^ ( a >. 0») oder/und (c) unter stringenten Bedingungen hy- 

&q^r2toS UmfaSSeDd dneD Be^eich • derfUrein PolyWtid mit einer SEQ ID No. 2, 4, 6 oder 8 dargestellten 

3 ' f ^ £ °^j naDteS D jl A " KfokkUl ' das < a > dne Nukleotidsequenz, die fflr ein Polypeptid kodiert, das die Antigeni- 
Sm^'H/ T AmiDosaurese< l uenz in der SEQ ID No. 2, p33 mit der Anunwauresequenz in der 
™ „ f'ff 4 , f l AminosSuresequenz in der SEQ ID No. 6 oder p27 mit der Aminosaumsequenz in der 
MHJ ID No. 8 besitzt und am Arthiopoden abgeleitet ist, oder (b) eine Nukleotidsequenz, die mit einer Nukleotid- 
sequenz (a) unter stnngenten Bedingungen hybridisiert aufweist 

4. RekombLMntes DNA-MolekOl nach einem der AnsprUcbc 1-3, das eine Nukleotidsequenz umfaBt, die fur ein 
ravpepnd kodiert, das eine anugene Kreuzreaktivitat und eine Identitat >50%mitdemp40 Allergen, dem p33 All- 
ien, dem p84 Allergen oder dem p27 Allergen oder ihren Homologen aus anderen Arthiopoden besitzt 
ptwrioiiskontS^era^ NuJdei,,SaiUe nach einem Ans P^^ 1-4 in operativer ^ferknUprung mit einer Ex- 

6 Rekombinanter DNA-Expressionsvektor oder ein Horrieningssystem, die eine ExpressionskontroUsequenz be- 

* e operanv J" BIDem rekombinanten MolekUl wie in Anspruch 3 oder 4 beschrieben, verkniipftist 

7 Rekombinanter Ezpressionsvektor, der eine Expressionskontrollsequenz besitzt, die funktionell mit einer Nu- 

«m mS?"? TW 1 ^ Un . ,er Lenten Bedingungen mit einer Nukleotidsequenz hybridisiert, wie sie in 
5>tiy ID Nos. 1 , 3, 5 oder 7 angegeben ist 

8. ZeUe, tiMsformiert mit einer NuklonsSure nach einem der Ansprikhe 1-4 oder einem Vfektor nacb einem der 
Ansprucne 5—7. 

9. AUergenes Polypeptid, kodiert durcfa eine der Nukleinsauten nach einem der Ansprilche 1-4 
Se^fegSnte^vM PrUCh 9 "* ^ ta W N °" 2> 4> 6 ' ° der 8 ^estellten Anunosauresequenz oder all- 

It ^a^ 6, ? S ^ P ° ly P e P tid nach Ans P™ch 9 oder ia insbesondere mit einem Polypeptid der SEQ ID 
No. 2, 4, 6 oder 8 immunologisch kreuzreaktiv ist 

12. Polypeptid nach einem der AnsprOcbc 9-11, dadurch gekennzcichnet, dass es mit einem heterologen Peptid 
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oder Polypeptid fusioniert ist 

13 Ein Polypeptid nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass das heterologe Pfeptid oder Polypeptid eine 
zellulosebindende Domane, ^Galaktosidase oder Glutathion S-TYansferase ist 

14. \ferweahmg eines Pdlypeptids nacb Anspruch 9-13 oder von Fragmented eines solchen Polypeptids als Immu- 
nogen zur Herstellung von Antikoipern. 7 ^ 

15. Antikorper gegen ein Polypeptid nach einem der Anspruche 9-13. 

16. Pharmazeutische Zu&amraensetzung, umfassend: 

(a) eine NukbinsSure nach einem der Anspriiehe 1-4, 

(b) einen rekombinanten Vektor nach einem der Anspriiehe 5-7 

(c) eine Zelle nach Anspruch 8, 

(d) ein Polypeptid nach einem der Anspriiehe 9-13 odei/und 

(e) einen Antikorper nach Anspruch 15. 

StiSrSk ZuSaBimensetalD g °»* ^pruch 16 zur Herstellung eines diagnostic und/oder thera- 
18. Wendung nach Anspruch 17 fUrdie TTierapie oderAmd Diagnose von allergischen Erkrankungen. 
• ^ff^l,™ ? mgDOSe ' bevorau 8 t 10 Allege gegen Arthropodenpioteine, wobei Sine Probe 

emer I Sr fl "S , « kB i t r ^ « Antikorper gegS, das ArtlrropodLprotein Y^uTJ^mS 
ememPolypeptdnach Anspruch 6-13 un ter Bedingungeo in KnntektM^wSK^StonS'zS 
dt^^5 a r^ dCm /° lyPeplid wonach der Konjlex gemessen lZl£Zte M™L 

S f-™* m . Bea -^ eCSet2t ^ W0bei dn ^^Spiegel als Zeichcn einer Allerje gS 

das Arthropodeuprotein gewertet wild, die das Polypeptid enlhalt, 

^n^^T^^Z^ ^S*™** to vi«ro. einer zellularen Imnmnreaktion, wobei ein rekornbinantes oder 
uonteSr^S 1 ^ ^ **" ^ ^ » Stimulation to * Uula ™ Immunreak- 

tanS^Z^TT 8 ,™ ArtfccpodeaaUergenen in Proben aus derUmwelt des Menschen, dadurch ge- 
kenn^hnet, dass man ore Argimnkinaseaktivitat (EC 2.7.3.3) in den Proben bestimim. 

LS^T^^ 0110 * 0 ^ 91 m Pt ^ beo ^derUmwelt des Menschen, dadurch ge- 
tSEgSS b^ n S ha " denSeln -"^^nachAt^chWodereinesaUergenePolvpeptL 
23. Verfaken zurBestijiimung von Arthropodenallergenen in Proben aus der Urawelt des Menschen dadurch B e- 

M^£^L^^ 

^f^^ntT^ eiDES A ?? e ™ UEls ' dn synthetisches oder rekombinantes Polypeptid nach An- 

oL^t^HTH He ?T 11,ln £^ ne 1 S A^™^ 3 ^ ^ P™ oder aktive Inununtberapie, das solche Fragmente 
™^ ^'yP^^der Erfindnng enthSlt, die zwar ein Epitop oder mehnL Epitope, insbesooto 

IgGoder IgA-Epnope, des p40, des P 33,desp84, oder des p27 Allergens oderih^Hori 
* ££ZlT m ^ •t 8eSChran S en MaB 20 eiDcr -aphylakti^hcn Reaktion SSHK 
BenST^f,? ^.Arpnutoase zur Herstellung eines Aizneinrittels oderAmd ernes diagnostiscben Mttels zur 
Behandlung von ailerg.schen Erkrankungen oder/und zur Bestimmung von Allergenen. 

30. Allergen, dadurch gekerazeichnet, dass es sich urn eine Argininkinase handelL 

ie^haSlt ^ dadUKb 8ekennZeichnet - *•» 65 sich ™ ^ Argininkinase aus eincr Motte oder 
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Fig. 3 

1 TCAAGTGTCAGAAAAGCAGCAGCA 
25 MMTOOj^^ 

1MVDAATLEKLBAGFSKI.A A S 
85 GACTCAA^rcCTC 

-tfXUSKSL LKKYLTREVFDALKN 

145 AAGAAQACCT^TTTGGTTCAACTCTCCTGGATTCTATC 

41KKTSPGSTLLDSIQSGVENL 
205 CATTCGGGTGTTGGAATTTATGCCCCAGATGC^ 

blHSGVGlYAPDAEAYVVPADL 

B1FDPIISDYHNGPKKTDKHPP 
325 AAGAACT^^ 

i,UXKNWGDVBTLGNLDPAGBPVV 
121 ^CCGTOTC^ 

J.^1STRVRCGRSMEGYPPNPCLT 
445 <^CCCMTACA^ 

A41BAQYKEMEBKVSSTLSGLBG 
505 

565 ™AT<*CCACra 

1S1IDDHPLPKEGDRFLQAANAC 

625 
201 



635 
221 



OGCirCTGGCCCTCOMTTOTGGCATC 
RPWPSGRGIYHWENKTPLVW 

CNEEDHLRLISMOMGGDLKQ 
745 GTGTACAA^ 

241VYKRLVRGVNDIAKRIPFSH 
805 ^CGAGCGGCTCC^TTCCT^ 

nerlgfltpcptnlgttvra 

865 TCK^CAp^ 

^blSVHJKLPKLAADKAKLEBVA 
925 AGCAAGTACCACCTGCAGGTGCGCGG^ 

3U3.SKYHLQVRGTRGEHTEAEGG 

321VYDISNKRRMGLTEYBAVKE 
1045 ATOTACGACG^TCGCTGAACTGATC^TC^ 
J* J. MiDGIAELlK IEKSL* 

1105 TCTCGCGOTATCAGTATTTTTTGm 
1165 GGGGCGAGGGCGACACTAGTCAGCGGCCTTGAGCGGGG 
ATACTX3TTTa3TAAAAGTATTGTCTATAAG^ 



1225 

1285 GACAAAAAAA 



101 7HV173 



ZEICHNUNGEN SEITE 4 



Nummer: 
Int a. 7 : 

Offenlogungstag: 



DE100 41 541 A1 
C07K 10/00 

14. Marz 2002 



Fig. 4 



1 ACAGGACAGT AGAC ACACAAAGCCAC CACCATGGACGCGATCAAGAAGAAGATGCAGGCG 



61 ATGAAGCTGGAGAAGGACAACGCTTTGGACCGCGCTGC^ 

11MKLEKDNALDRAAMCBQQAX 

121 GACGCCAACCTCCGTGCTGAGAAGGCCGAGGAGGAGGCCAGACAATTGCAGAA^ 
31DANLRAEKAEEEARQLQKKI 

181 CAGACGATTCAGAACGATCTGGACCAGACGCAGGAG 
S1QTIENDLDQTQEALMQVN AK 

241 CTGOAAGAGAAAGAGATlAGCrcrrTCAGAACGCTGM 
71 L EE KB K'ALQNABS E V A A L N R 

301 CGTATCCAACTGCTCGAAGAGGACCTCGAGAGGTCCCT 
91RIQLLEEDI,BRSEERLATAT 

361 GCCAAACTGTCCGAAGCCAGCCAGGCTGrCCGATGAGTCGGA^ 

111 A K L S 6 AS Q A A D E S E R A R K V L 
421 GAGAACAGGTCATTGGCTGATGAAGAGCGTATGC^CGCTT^ 

131 ENRSLADEBRMDALBNQLKE 

481 GCCAGGTTCCTTGCTGAGGAAGCCGACAAGAAATACGATGAGGTTGCT 
151ARFLAEEADKKYDEVARKLA 

541 ATGGTTGAGGCTGACCTGGAGCGCGCGGAGGAGCGTGC 

171 MVEADLERAEERAESGESKI 
601 GTCGAGCTTGAGGAAGAACTGCGCGTGGTTGGCA^ 

191VELBEELRVVGNNLKSLEVS 
661 GAGGAGAAGGCCAACC^OSTGAGGAGGAGTACAAAAAT^ 

211 EEKANQRBEEYKKTQ I K T I* T T 

721 CGCCTAAAGGAGGCTGAGGCCCGCGCTGAGTTCGCCGAGCGTTCCGTGCAGAAA 
231RLKEAEARAEFAERSVQKLQ 

781 AAGGAGGTCGACAGGCTTGAAGACGAACroGTGGCTGAGAAGGAGAAATA^^ 
251KEV DRLEDELVAEKEKYKDI 

841 GGTGACGACCTGGACACCCCCTTCGTCGAGCTCATCCTCAAGGAATA 
271GDDLDTSPVELILKE* 

901 GGTCACCTGGGCCTGTCCWTGCGGGGCAGACCC^ 

961 CCGCCAGCGATTCAACATCTGTACAGATGTTATATT^ 
1021 TAAATCTATAGTTTTATGGCX3GTATTTATTTTCGAGTAATATAATAAAT 
1081 TATTTAAAAAAA 



1 



MDAIKKKMQA 
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Fig. 5 

1 GGTCGGTGGAC^^ 

MKTVLILAGLVALAAG 

mtfpvpry DHVBTRKlegdl 



61 

17 



121 TOACAGTACCAGTCGA^TTTCTO 



181 
5 



1 ^<^T^AC»AAG^CAAGG^ 

7AEYYKVGKGYDIVASIBNYS 
241 <»^W^ 

*^Wj-r*%vKAFAGIfRKlGFMPKA 
301 ™CAttI^CATTITCTA^^ 

XTrsiPYDRQRSEAKIIYDL 
361 "CTACAGOCTAAAGATTTG^ 

XA/fYSAKDLDTFYKTVAyQRiY 
421 raAACGAGTATC»GT^^ 

481 -f^f"^*^^ 
541 

661 CCClTCAOTraCAGAflATCAGGAGTACAQATTOTCT^ 
721 ^racraTTACTACT^ 

781 M^JOTCMa^^ 

1QIFKERRGBFYYYPYQQLL 
841 «WGT^ACCT^^ 

901 ^g^^^^^^^^^^^^ACTATCCAGCTATATATACGAGCl^GCCTATCCGTOT 
w^*ino<iYYFAlYTSSAYPF 

Ml 

1081 ^CAAGATOTAGACTTCCG^^ 

gkpdlydkygrevhyddsyb 

1201 ^TCGCTCGCCGCGTGCT^ 

iiARRVLGAAPPTSDNYBFV 
1261 ^HJKJTWGGAOT^^ 

fSALDFYQTSLROPA FYMLY 
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1321 AACAAGATCATGAGCTACATTGTACAGTACAAGGAATTC 
437 NKIMSYIVQYKBWLE PYDQB 

1381 GTACTTCACTACTCCGGTGTCAAGATC 
457 VLHYSGVKINDVSVGNLTTF 

1441 TTCGAGTACTATGACTTCAACXfCCACCAATGCAGTTTTCTTA^ 
477 FEYYDFNATNAVFLSDQEIQ 

1S01 CAACAATATTCTTCATTCATCGTACGTCAACra^ 
497 QQYSSFIVRQPRLNHEPFSV 

1561 ACCATOGATGTTAAGTCTGACGTTCAGGCGGAAGCG 
517 TIDVKSDVEAEAYFKI FVGP 

1621 AAATATGATGQAGAAGGTCGCC CTCTTAGCTTGGAAGAT AACTGGATGAACTTCGTGGAA 
537 KYDG BGRPLSLEDNWMKFVE 

1681 TTGGACTOGTTCACCCACW\ATTGACGTcy^GGA 
557 LDWFTHKLTSGQNKVERKSE 

1741 GAATTCTTCTTCTTTAAAGAGGACTCCGTCTCAATGTCTAA^ 
577 EFFFFKEDSVSMSKIYBLLK 

1801 CAGGGCC^GGTACXTTGAAAGCATGTCCGAAGACTA 
597 QGQVPESMSEDYDSMPSRLM 

1861 TTGCCCAGAGGCACTCCGGGTGGTTTCCCTGTACAGTC 
617 LPRGTPGGFPVQFFVFVYPY 

1921 CAAGCTCTCAGCAAAGACCTAGAGGCTATGAAGAATAT CATCCTTGACAACAAACCTTTG 
637 QALS KD LBAMKN I I I» D N K P L 

1981 GGCTATCCATTTGACCGTCCTGTCGAGTACCCGTATCT 
657 GYPFDRPVEYPYLFLQPNMY 

2041 TTTGAAGACGTCAATATCTACCACAGAGGCCCTCAATACCCCTGGTGGAGTA 
677 FEDVN I YHRG PQ YP WW S N G Q 

2101 TTCCGTCTGAATGAAGTACXrTAGACAATAAAGGAGAGAGAAAGAGTTCT 
697 FRLNEVPRQ* 

2161 ATTTAAAGCTAGTAGAACACTATAGTCACAATAAAATAAAAATTT^ 
2221 AAAAAAAAAA 
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Fig. 6 

X TAACTGTTATTQCTCRGTQATA&TAGATTAGTTATTATATTGTCAAGftAGCTQATACGTT 

61 TGCAAAATCATCATGAATTTCGCCGGTAAAGTTGTAATO 

MNPAGKVVIVT6ASSG 
121 ATTGGAGCAGCTACAGCTGTGTTCCTATC^^ 
17IGAATAVPLSKI.GAKI.SLTG 

^^CaTOTAGAATCTTAAGAAAGTTAGTCy^TTKGAAAAATCCA^ 
J7HNV BNLKKVSQDCEKST0TH 

241 TAC^TCGCCGCCGACTTAACCAAAGAAAAAGATATTGAAAATATCGTTAAAAGCACCATT 
57YIAADLTKBKD1BNIVKSTI 

301 GATAAATACGGCCAACTTGACGTCCTGGTCAATAATGCTGGCATTCTTGAGAC^ 
77DKYGQLDVLVMNAGILSTGS 

361 ATCGAAAACACATCGTTAGCCCAGTACGACAGGTTAATGAATACAA^ 
97 IBMTSLAQYDRLMKTNVR Si 

ill TA " A ^^CCATGCTGGCAGTCCCACACCTTCTCAAAACCA^ 
117YYLTMLAVPHLLKTKGNIVN 

481 GTATCTAGTGTCAATGGGATCA(MTCTTTCCCTG^ 

U7VSSVHGIRSFPGVLAYNVSK 
541 TCAGCTGTAGATCMTTTAC^GATGTGTTGCAC^^ 

157SAVDQFTRCVALBLAPKQVR 
601 (^AATTCTGTGAATCCAGGAG^ 

i77VNCVHPGVILTBLQKRQGLN 
661 GACCAGCACTArGCAGCATTTCTCGAGAGAACC^ 

'"UUXAAPLERTKBTHALGRP 
721 ^AAAACCGGAG<aGGTTGCAGCTACTATTGCT^^ 

-£X/GKPBBVAATIAFLASBLASN 

781 AT<^CTGGAGCCAGTGTGCCTGTAGACGGT<MTCGCCATGCCATGTG 

ITGASVpvDGGRHAMCPR* 

841 TTTTaATAAAATACATGTTAAT 1 1 Tl ' iUYri l A CTATTrAgAATTTrrCAATCCAAGCATT 

901 TTACAATGATCAAAGTGTCTAAAACCTTWGAATATrGTACAATAAAATrTCT 

961 ATAGATTAAGTAAAAACGTTCATATACCTATAATTTGTGTCATATGG^ 

1021 CATATATTTTGT1ATAACCTTGTTATTTTAAAATAAAAACAAATAA 
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